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ACIDO-ALKALINE EQUILIBRIUM AND 
A/B COEFFICIENT. 


By 
I. A. SMORODINTSEV anv L. A. PHILIPPOVA. 


(From the Scientific Research Institute of the Meat 
Industry in Moscow.) 


(Received for publication, July 28, 1934) 


The A/B coefficient, i.e. the relation of the total quantity of 
acid values to that of alkalines*’, values gives us a general idea 
as to the correlation of acids and bases in the complex biochemical 
system. In clearly acid media the magnitude of this coefficient is 
above the unit; in alkaline media it is below the unit, and in media 
balanced in regard to acids and bases it approaches the unit. Upon 
accumulation of weak acids and bases in the medium, there should 
be a rise in the buffer capacity of the solution, because at one and 
the same pH the buffer capacity increases with concentration of 
the buffer. Under autolysis of muscular tissue more or less change 
take place in the quantity of acids and bases released in the process 
of decomposition of cellular elements. In determining the active 
reaction of the medium we get but a summary of this interaction 
expressed in the quantity of hydrogen ions; the concentration of 
the ions in itself does not indicate to us the direction of the process 
or the struggle between acids and bases which result in the yielding 
of one or another pH value. 

The buffer capacity in regard to acid and alkali gives us an 
idea only about the total stock of acid and alkaline values in the 
system but in order to trace the course of this accumulation, the 
dynamics of the changes occurring in the tissue during the process 
of autolysis, we must first ascertain the total quantity of acid (A) 


*) J. A. Smorodintsev and A. N. Adova, Bulletin s. chim. biol. 12, 
213, 1930; 13, 443, 1931; Labors of 1Y USSR Conference of Zoologists; p. 167, 
1931; Proceedings and Papers of 11 International Congress of Soll Science 
Vol. Y1, p. 284, 1932; Bulletin s. chim. biol. 15, 1256, 1933. 
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and alkaline (B) values contained in the medium. Herein consists 
the advantage of the determination of the A/B coefficient as com- 
pared with other methods of research in regard to acido-alkaline 
equilibrium. The A/B coefficient gives an idea as to the content 
of acid and alkaline values in the system, while the component 
elements A and B give an idea of the magnitude of the separate 
acid and alkaline values. The determination of this coefficient 
should yield particularly valuable results in studying the dynamics 
of such processes ; for instance, in the case of autolysis of tissues. 

In order to trace the dynamics of the formation of acids and 
bases under muscular autolysis, we have carried out a series of 
determinations of the A/B coefficient, active reaction, and buffer 
capacity of an extract of autolyzed meat at various intervals of 
time after the cessation of the life of the animal, preserving the 
muscles up to 15-18 days at 3° —4°C. 


METHOD OF INVESTIGATION. 


For experimental purposes we took the hind quarter of a 
carcass of a freshly killed cow and stored it at 3°—4°. At definite 
intervals we separated portions of the muscles, freed from con- 
nective tissue, minced them in a meat-chopper, and prepared a 
water extract 1; 4 by means of shaking over an electric machine 
for one hour. The pH of the extract was determined by the 
electro-metric method. By adding to a litre of the extract several 
cub. em. of normal acid (or, respectively, alkali) we ascertained the 
quantity of acid or alkali necessary for displacement of pH by 
1 unit. This gave us the magnitude of the buffer capacity of the 
extract in regard to acid and alkali respectively.*» (The A/B 
coefficient we determined precisely in the manner that was 
described by one of the writers.**» The method is as follows; out 
of 50 gm. of minced meat is extracted during 15 minutes 200 cub. 
cm. of normal sodium acetate solution, and the extract is titrated 
by a 0.1 norm.) NaOH in the presence of phenolphthalein; the 


*) Taufel u. Wagner, Koll. Zs. 40, 176, 1926. 
**) Smorodintsev, Bulletin s. chim. biol. 15, 1256, 1933. 
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quantity of the cub. ems. of alkali is multiplied by 2, and at once 
the magnitude A for 100 gm. of tissue is obtained. Another por- 
tion of 50 gm. of the same tissue is extracted during 15 minutes 
over an electric machine with 200 cub. em. of 0.1 normal solution 
of acetic acid, while a portion of the filtered extract (20 cub. em.) 
is similarly titrated by 0.1 normal alkali. The difference in cub. 
ems. as between the extract taken and the quantity of alkali ex- 
peded, being multiplied by 2, gives the quantity B, ie. the total 
quantity of basic values contained in the tissue. The relationship 
A/B we have designated as the acido-alkaline coefficient. 


DISCUSSION OF THE EXPERIMENTAL DATA. 


The results of our experimental work were concentrated by 
us in Table I, giving the mean magnitudes for a series of experi- 
ments, and for the purpose of comparison the percentage value 
of magnitude are given in regard to the magnitude which existed 
1 hour after the death of the animal. From Table I it may be 
seen that the pH of the extract decreases and that by the 24th 
hour it reaches the quantitative limit at which it remains during 
the whole time of observation (8 to 10% below a magnitude of 
the 1st hour after killing.) 


TABLE I 
re Hours 
Factors "~~ 1 | 12 | 24 | 48 | 72 | 120] 240 
eS es ee CA es Siac 
pH 6.21} 5.95| 5.67| 5.67| 5.76] 5.68| 5.76 


In % to 1 hour value /|100 95.8 | 90.3 | 91.3 | 92.7 | 91.5 | 92.7 

Buffer capacity for HCl} 6.2 5.47| 7.93] 6.6 5.47| 6.33] 8.40 
In % to 1 hour value _ {100 88.2 |128.0 {106.5 | 88.2 |102.1 |135.5 

Buffer capacity for 


NaOH 5.6 61 5.93} 5.6 6.27| 5.33] 5.5 
In % to 1 hour value {100 {109 106 100 /112 95.2 | 98.2 |137.5 
Coefficient A/B 0.69] 1.56} 2.81} 3.37] 1.76] 2.18) 2.33 


In % to 1 hour value {100 (|226.0 |407.0 490.0 255.0 |314.0 |338.0 [265.0 


Buffer capacity in regard, to acid (Table I) decreases likewise 
at first to the minimum by the 12th hour, makes an upward leap 
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to 40% by the 24th hour, and then again decreases, while on the 
5th-10th day it rises again. These data go to show that during the 
process of autolysis of the tissue there is at first an accumulation 
of acid (decrease in pH), which accounts for a decreased capacity 
in regard to hydrochloric acid. By the end of the first 24 hours 
a considerable change takes place; in all probability, a splitting 
of the proteine molecules, while the amino-groups that are formed 
not only neutralize surplus acid in the tissue, but also retain the 
capacity of binding a considerable quantity of added hydrochloric 
acid; at the same time the pH drops down to the minimum, in no 
way reflecting the accumulation of basic values. By the 48th hour 
this surplus of the basic groups is eliminated, and they reappear 
on the 5th-10th day. 


TABLE II. Changes in factor A. 


Hours 1 12 24 48 72 120 | 240} 360 


3rd series 3.62| 8.84] 7.24] 7.66] 5.64] 9.24) 6.44 7.66 
Average for 3 series 6.34] 7.89] 8.95] 8.75] 8.31] 815] 8.26] 6.48 
Average for all 

experiments 4.98| 8.37} 8.10] 8.20] 6.98) 8.69] 7.35} 7.07 


In % to 1 hour value _ {100 168.0 |162.6 (164.6 |140.1 |174.3 {147.6 |141.97 


Fig. 1 
Magnitudes of factors A and B, and of buffer capacity in 
regard to acid and alkali. 


— Hours afier the killing of the animal, 


The buffer capacity in regard to alkali (Table III) changes in 
another direction; during 3 days it keeps above the normal of the 
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1st hour, indicating an accumulation of acids; on the 5th-10th day 
there is to be observed a lowering of the buffer capacity for alkali, 
because there ensues a tendency towards an increase in alkaline 
values (with growing buffer capacity for acid), and by the 15th day 
there is to be observed an increase in both acid and alkali values 
reaching 40% above the normal of the 1st hour in both directions. 
These changes in the quantity of acids and bases of the autolyzing 
tissue find their reflection in the magnitude of the coefficient A/B. 
On the Ist hour after killing, the basic values are just double those 
of acid, which corresponds to the prevalence of alkaline over acid 
values in the living tissue; on the 12th hour the relationship 
changes in the opposite direction; i.e. the acid values manifestly 
take the upper hand over the alkaline values; this increase growing 
rapidly up to the 48th hour, reaching an increase of 5 times, after 
which there is a sharp drop of nearly one half, while the coefficient 
A/B seems to become stabilized at a level of 3 times the magnitude 
of the hour after killing. Neither the pH nor the buffer capacity 
for acid and alkali gives such a clear reflection of the dynamics of 
these changes as does the curve of the coefficient A/B. Buffer 
capacity, pH, and coefficient A/B represent the results of the in- 
teraction of acids and bases formed in the course of autolysis of 
the tissue, certifying as to the equilibrium established at the time 
when the tested portion was taken. 


TABLE III. Changes in factor B. 


Hours 120 | 240] 360 

3rd series 5.76| 5.0 3.48| 4.60] 7.50] 3.90} 3.48] 4.28 

Average for 3 series 8.21) 4.55] 3.22] 2.0 3.49] 3.02] 4.24] 3.36 
Average for all 

experiments 6.99| 4.78] 3.35] 3.30] 5.50] 3.46] 3.86] 3.83 


In % to 1 hour value _ {100 68.38 | 47.92] 47.21} 78.68} 49.40] 55.22) 54.79 


The dynamics of these changes can be gauged by the 
magnitude of the factors A and B which form the coefficient A/B. 
Here we see that the process traces a somewhat different course 
than might have been supposed on account of the resultant 
magnitudes. 
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In Tables II and III are summarized the data of numerous 
determinations. We see that the accumulation of acid values (A) 
sets in at times quite abruptly (21% times by the 12th hour), 
reaching on an average 70%, keeping all the time at nearly the 
same level, and at times (3rd series) showing a new increase on 
the 5th day. The alkaline values (B) show a strong tendency to- 
wards a decrease, going down to the minimum by the 24th-48th 
hour, and after a rise on the 3rd day they become nearly stabilized. 
Drawing No. 1 gives us a clear idea of the dynamics of the process: 
the acid (A) and the alkali (B) values diverge at the commence- 
ment of the autolysis in opposite directions. ‘‘A’’ reaches the 
maximum by the 24th-48th hour, while ‘‘B’’ drops during the same 
‘period to the minimum; thereafter the two curves seem to get 
stabilized and this stabilisation is to some extent reflected by the 
course of the curve of the buffer capacity in regard to acid and 
alkali. 

The relationships just referred to (Drawing) are as though 
contradictory to the data of Table I; for we should have anticipated 
an increase of basic values on the 5th-10th day when a considerable 
increase in the buffer capacity in regard to acid is to be observed. 
It should be surmised that the change in the buffer capacity is not 
due to the accumulation of low molecular bases, but rather to 
atomic rearrangement in the large molecules of the proteins which 
pass into the water extract. For corroboration of this view, one 
may refer to our observations according to which no considerable 
accumulation of extractive substances and rest nitrogen takes place 
during the autolytic process of meat.*» Thus, a comparative deter- 
mination of buffer capacity, pH, and the coefficient A/B gives a 
fuller idea of the dynamics of the processes taking place during 
the autolysis of meat. 


CONCLUSIONS. 
1. The coefficient A/B gives a fuller and more accurate idea 
*) JI. A. Smorodintsev, N. V. Shirokov, N. N. Krylova, L. A. 


Philippova and P. A. Tsyganova (1933): Biochem. Zs. 262, 425; Labours 
of Scientific Research Institute of Meat Industry, (1933) vol 2, p. 1. 
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of the acido-alkaline equilibrium in biochemical systems than is 
given by pH and buffer capacity. 

2. The determination of the total quantity of acid and alkali 
values separately enables us to trace the dynamics of accumulation 
of acids and bases during autolysis of tissues. - 

3. During autolysis of muscular tissue the total quantity of 
basic values decreases, reaching the minimum by the 24th-48th 
hour after the cessation of the animal’s life. 

4, The total quantity of acid values in autolyzed muscles in- 
creases fairly rapidly during the first hours, reaching the maximum 
on the 24th—-48th hour after killing. 

5. The quantity of both acid and alkali values becomes 
stabilized by the 72nd hour after the cessation of the animal’s 
life. 

6. The coefficient A/B rapidly increases after the death of the 
animal, reaching the maximum by the 4th hour, after which it 
drops abruptly and gets stabilized at the level of 3 times above the 
normal of the 1st hour after killing. 
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DECOMPOSITION OF HEXOSEPHOSPHORIC ACIDS 
BY ANIMAL TISSUES. 


II. Comparative Studies on Ability of Various Animal 
Tissues to produce Methylglyoxal from 
Hexosediphosphoric Acid. 


By 


SAKUJI NAKAMURA. 


(From the Department of Biochemistry, Niigata Medical College. 
Director: Prof. N. Ariyama.) 


(Received for publication, August 1, 1934) 


Brain and tumour are regarded as tissues which belong to a 
different class from muscle tissue in respect to the type of gly- 
colysis. They produce lactic acid from glucose but not from 
glycogen, and the glycolysis of this type takes place principally 
without phosphorylation of sugar molecule. There has been 
collected, however, a mass of evidence which suggests the possible 
occurrence of glycolysis of the muscle type also in brain and 
tumour tissues. Ashford and Holmes (1929), and Haarmann 
(1932) observed the slight formation of lactic acid from glycogen 
in brain tissue. Willheim and Schmerler (1933) found the 
increase of the easily hydrolysable phosphate fraction in the course 
of the production of lactic acid from glucose by the Ehrlich mouse 
carcinoma. The fact. that phloridzin, which inhibits intensively 
phosphorylation in muscle tissue, also checked the glycolysis in 
brain tissue, led Lundsgaard (1933) to the conclusion that phos- 
phorylation would take place in glycolysis of brain tissue as well. 
The dissolution of hexosedi- and -monophosphorie acids into lactic 
acid by brain tissue was pointed out by Loebel (1925), Haar- 
mann (1932), and Ashford (1933). A large amount of methyl- 
glyoxal was stated, by Neuberg, Kobel and Laser (1930), to 
have been produced from hexosediphosphorie acid by the action of 
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tumour tissue. Glyoxalase, an enzyme capable of converting 
methylglyoxal into lactic acid, is found in large quantity in tumour 
and brain tissues. According to Warburg (1924) and Sakuma 
(1930), tumour tissue is as rich as liver in the content of the 
enzyme. Meyerhof (1925), Ariyama (1928) and Sakuma 
(1930) found that brain tissue contained glyoxalase, though not 
in such a large amount as in liver. 

The present writer investigated the formation of methylglyoxal 
and lactic acid from hexosediphosphorie acid by tissues of various 
kinds of animals. It was found that brain and tumour tissues 
were by no means inferior to muscle tissue in this respect. 


EXPERIMENTAL. 


Animals employed were rabbits, mice, pigeons, carp (cyprinus 
carpio L.), and bufo vulgaris japonicus. The tissues examined 
were brain, muscle, liver, kidney, spleen, bone and blood. For 
comparative study, tissues of the same animal served always as 
the sources of enzyme. Rabbit’s sarcoma and rat’s carcinoma 
(Bashford No. 63) were used as representatives of tumour tissue. 
The experiments were made in precisely the same fashion as those 
which had been made repeatedly on a similar line in this institute. 
Tissues were autolyzed or dialyzed before use for the purpose of 
depriving the glycolytic enzyme of its co-enzyme. In the majority 
of experiments, 2cc. of the enzyme solution were added with 
150 mg. of sodium hexosediphosphate and 40 ce. of borax-borie acid 
buffer of pH 6.2, and then diluted up to 100 cc. with water. The 
mixture was incubated at 37°C in the presence of some toluene. 
Periodic tests were made for liberated inorganic phosphate, methyl- 
glyoxal and lactic acid. The results which are shown below are 
based at least on quadruple concordant tests. 


I. Production of methylglyoxal. 
The results illustrated diagrammatically in Fig. 1 represent 
the production of methylglyoxal from hexosediphosphate by 
various tissues of rabbits. The curves presented divide them- 
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Fig. 1. Production of Methylglyoxal. 
24 
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selves into three distinct groups. The first group represents brain 
and tumour tissues which produce methylglyoxal at a high rate. 
Spleen, bone and erythrocytes belong to the second group; they 
form methylglyoxal at a moderate rate. The third group represents 
kidney, liver and muscle; the velocity of the production of methyl- 
glyoxal by these tissues is almost the same as with other tissues in 
the early period. However, the methylglyoxal once accumulated 
tends later to decrease gradually; thus the disparity between other 
tissues in the rate of its production becomes more distinct. The 
tendency of slowing down of the speed of methylglyoxal produc- 
tion with the lapse of time is noticed in all the tissues, but it is 
particularly marked in liver and muscle. It is a well-known fact 
that amino acids, creatine and other substances consume methy]l- 
glyoxal by converting it to some substance other than lactic acid. 
Watanabe (1933) pointed out that muscle tissue was especially 
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rich in these substances. However, the subsequent decrease of 
methylglyoxal is too large to be traced to the reaction of this type 
only. Yamazoye (private communication) has found that there 
is another substance which is regarded as the essential factor 
necessary to account for the later disappearance of methylglyoxal. 
The presence of this substance causes the energetic consumption 
of methylglyoxal, when coupled with the reaction involved in the 
decomposition of hexosediphosphoric acid. The presence of the 
substance alone, or the decomposition of hexosediphosphorie acid 
alone, is not sufficient to give rise to this phenomenon. The sub- 
stance is found plentifully in muscle, next to which, come liver 
and kidney. Brain and tumour tissues are low in its content. 
The great variation in the distribution of the substance in tissues 
may admit an easy interpretation why the yield of methylglyoxal 
differs so widely; it is this situation which is responsible for the 
high yield of methylglyoxal in brain and tumour tissues. 

Thus, the yield of methylglyoxal does not necessarily indicate 
the total value of the methylglyoxal actually formed. Yet, it is re- 
vealed beyond doubt that brain and tumour tissues are second to 
none of other tissues in respect of producing methylglyoxal 
from hexosediphosphoric acid. In view of the characteristic 
features that brain and tumour tissues perform glycolysis without, 
or with only slight phosphorylation, and that the glyoxalase content 
in these tisssues does not far exceed half of that in liver, we are 
puzzled. How can we explain the phenomena mentioned above 
unless the assumption is introduced that the productién of methyl- 
glyoxal from the di-ester might possibly have no direct connection 
with the glycolysis of the muscle type? Though it cannot be con- 
cluded immediately that the tissues which do not show phosphoryla- 
tion lack the enzyme system of decomposing hexosephosphorie 
ester into C3-compounds, it seems difficult to place any other inter- 
pretation upon the results. 

Incidentally, there is no difference between gray and white 
matter of brain tissue in producing methylglyoxal from hexosedi- 
phosphoric acid, notwithstanding the noticeable disparity in the 
intensity of glycolysis by the two tissues in the fresh state. 
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II. Inberation of inorganic phosphoric acid. 


Fig. 2 has been prepared to illustrate the rate of the liberation 
of free phosphate from hexosediphosphorie acid by tissues. The 
rate does not show such a wide divergence as that of the produc- 
tion of methylglyoxal. This is one of the reasons why the produc- 
tion of methylglyoxal balances with the liberation of phosphoric 
acid at a comparatively high rate in brain and tumour tissues 
while the production rate of methylglyoxal is low in other tissues, 
especially in muscle, liver and kidney (Table I). Bone and kidney 
are at a disadvantage in this respect because of the fact that 
these tissues contain the phosphatase which hydrolyses hexosedi- 
phosphoric acid simply into free phosphate and hexose. 


Fig. 2. Liberation of Phosphoric Acid. 
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Attention is to be paid to the characteristic behavior of muscle 
tissue towards the decomposition of hexosediphosphoric acid. After 
a long incubation the tissues are inclined to show retardation in 
the production of methylglyoxal, or even an actual decrease of 
methylglyoxal once formed, and they do not respond to a second 
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addition of the di-ester by yielding any further methylglyoxal. 
However, muscle tissue is an exception in this respect. Even on 
the fifth day it produces methylglyoxal and free phosphate almost 
at the same velocity as in the early stage of the experiment, if the 
substrate is supplied anew. Apparently it seems that the muscle 
enzyme has stronger resistance against incubation than that of 
other tissues. Yamazoye (private communication) has, however, 
found that muscle tissue shows the same ability of splitting off 
phosphoric acid from hexosediphosphoriec acid without regard to 
the quantity of the enzyme; 0.2 ec. of muscle-extract is as good as 
20 ee. in respect of liberating inorganic phosphate. This peculiar 
function of muscle enzyme suggests the possibility that the muscle 
enzyme might also be destroyed during incubation but the small 
quantity of the surviving enzyme might be fully efficient to de- 
compose the ester. 

It was shown by Sakuma (1930) that the activity of 
glyoxalase was much retarded by inanition, and that this retarda- 
tion was due to the decrease of co-enzyme. However, the ability of 
tissues to split hexosediphosphorie acid into methylglyoxal is not 
weakened in the least by long inanition (10 days). 

All the data described above are the results obtained from the 
use of rabbits. There is no change in the general situation when 
other animals (pigs, mice, pigeons) are employed. The aetivity 
of the enzyme system obtained from the tissues of cold-blooded 
animals is destroyed rapidly by autolysis. 


II. Formation of triosemonophosphoric acid from 
hexosediphosphoric acid. 


Recently the triosephosphorie acid, which has long been ex- 
pected to appear in the biological breakdown of hexose, was found 
by Meyerhof and Lohmann(1930i), and Kobel and Neuberg 
(1934) to be possibly formed from hexosediphosphoric acid by 
the action of fresh muscle tissue and yeast. Meyerhof and 
Lohmann (1934, ii), and Kiessling (1934) postulated that the 
triose was probably dihydroxyacetone. 

Is triosephosphorie acid also produced from hexosediphos- 


16 S. Nakamura: 


phorie acid by autolyzed tissues other than muscle? If so, is there 
any difference in its production between tissues? This is a ques- 
tion not without interest in connection with the purpose of the 
present experiment. 

The experimental conditions were as follows. Six ce. of autoly- 
sates of various tissues were mixed with 500 mg. of sodium hexosedi- 
phosphate and with 40 cc. of boric acid-borax buffer of pH 6.2. 
The mixture was diluted up to 100 ce. with water, and incubated 
at 37°C with some toluene. Periodic tests were made on the quanti- 
ties of free phosphate, methylglyoxal and triose formed. Triose 
was determined by the method of distilling the solution acidified 
by sulphuric acid and measuring the methylglyoxal thus formed 
from triose by Ariyama’s colorimetric method. This distillation 
method shows, however, only the approximate value of triose. 
Takahashi (1933) stated that the yield of methylglyoxal from 
glyceraldehyde by this method was below 93% of the theoretical 
value under the most suitable conditions. 

The results are shown in Table IJ. All the tissues so far 
examined are capable of producing triosephosphorie acid from 
hexosediphosphate. The production is most remarkable in muscle 
tissue; both the velocity and the yield are the highest. Brain, 
tumour, bone, kidney and liver come after muscle in the order 
named. The production of triose rises to a maximum and then it 
is followed by a subsequent decrease, which takes place earlier 
when the velocity of the production is higher. The maximum 
points are reached after about 10, 180, 180, 210, and 240 minutes 
by muscle, brain, sarcoma, bone, kidney and liver tissues respec- 
tively. The decrease of triose accompanies the formation of free 
phosphoric acid and methylglyoxal. The quantity of the triose 
which is further decomposed after its formation can be calculated 
indirectly from the amount of free phosphate or methylglyoxal 
appearing. The sum of the quantities of the triose thus calculated 
and of that which is actually present, consists of the total amount 
of triose formed. However, the calculation is quite complicated 
by the following facts. Since bone and kidney contain simple 
phosphatase, the liberation of inorganic phosphate does not directly 
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TaBLe II. Production of Triosephosphorie Acid. 


Time of Tissues 
(sine: 
oe ae Muscle | Brain | Sarcoma | Bone |Kidney| Liver 
20min. | 362 | 28.2 10.9 14.2 8.6 5.3 
iqnod Shoei 35.7 | 33.5 24.7 247 | 148 | 10.5 
formed Bhrs. | 341 | 33.1 30.6 32.7 | 28.7 | 24.5 
(mg%) | 94 | 254 | 241 22.0 235 | 220 | 244 
48 143 | 17.4 11.4 135 | 137 | 133 
20min. | 03 0.2 0.2 0.2 0.1 0.1 
Seer ee ae 0.8 0.4 0.7 0.5 0.4 
Wasenbodadis Babes, 4.2 42 3.2 4.4 3.4 2.5 
(mg%) | 94 | 148 | 152 16.9 163 | 149 | 122 
ee 24.9 | 25.4 25.1 262 | 25.5 | 226 
20min. | 37.2 | 28.8 113 14.6 8.8 5.5 
at 9 
se Lhr. 38.3 | 35.7 25.9 26.7 | 163 | 17.8 
atoas oe ee Te ere 40.0 45.3 | 385 | 318 
(mg%) | o4 | 68.4 | 68.1 70.9 70.9 | 652 | 59.5 
ae 86.2 | 914 85.4 39.5 | 87.6 | 78.9 


mean the decomposition of triosephosphoric acid but includes also 
the simple hydrolysis of hexosediphosphorie acid. The strong 
tendency of the subsequent disappearance of the methylglyoxal 
once formed in muscle, liver and kidney also makes it impossible 
to obtain an accurate estimation of the quantity of the decomposed 
triosephosphorie acid from the amount of methylglyoxal formed. 
However, the activity of simple phosphatase is rather low, while 
the inclination of the subsequent destruction of methylglyoxal is 
quite marked and there is a great difference in this inclination 
between various tissues. Hence, the calculation of the total amount 
of triosephosphoric acid from converting free phosphate into the 
ester, shows a fairly reliable value, or at least a value more nearly 
approaching the true one than that obtained by converting methy]l- 
glyoxal. The total quantity of triosephosphoric acid thus cal- 
culated with the application of free phosphate is shown in Table II. 
The disparity in the total quantities of triose between various 
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tissues is marked at an early period, but it becomes smaller with 
the lapse of time. 

It is to be noticed here that the brain tissue, which performs 
principally the glycolysis of the tumour type, and bone tissue, 
which has no direct bearing on glycolysis, show also energetic 
production of triosephosphoric acid from hexosediphosphate, 
though inferior to muscle. Thus the production of triosephosphoric 
acid seems, similarly to the formation of methylglyoxal, to belong 
to a reaction which can also occur without having any direct con- 
nection with the lactic acid formation of the muscle type. 


SUMMARY. 


It has been pointed out that all the autolyzed tissues of various 
animals are capable of producing triosephosphoric acid and methyl- 
glyoxal from hexosediphosphorie acid, and that the production of 
these substances can take place apart from the formation of lactic 
acid. 
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UBER DIE HYDROLYSE DER ADENOSINTRIPHOS- 
PHORSAURE DURCH PHOSPHOMONOESTERASE 
UND PYROPHOSPHATASE. 


Von 


TOSHIYUKI SATOH, 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen 
Akademie zu Chiba. Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 15. August 1934) 


Adenosintriphosphorséure oder Adenylpyrophosphorsaure 
wurde in Muskeln von Lohmann (1929) und Fiske und Sub- 
barow (1929) gefunden. Diese Substanz ist ein Bestandteil des 
Co-Enzymsystems des Zuckerabbaus und wird bei Muskelkontrak- 
tion auf- und abgebaut. Man weiss nun, dass diese Substanz aus 
Myoadenylsdure und Pyrophosphorséure besteht. Aber die Bin- 
dungsweise der Pyrophosphorsaure an die Adenylsdure ist bisher 
noch nicht klargestellt. Der Verfasser hat die phosphatatische 
Spaltung der Adenosintriphosphorséure untersucht, um dazu 
beizutragen die Konstitution dieser Verbindung aufzuklaren. 

Dureh die systematischen Phosphatasenstudien im _hiesigen 
Institut wissen wir nun, dass das Phosphatasensystem recht 
verschiedene spezifische Fermente einschliesst, die von einander 
isoliert herstellbar sind. Takahashi (1932) hat die spezifische 
Wirkung der einzelnen Phosphatasen auf die Konstitutionsanalyse 
der Hefenukleinséure angewandt und konnte die Ringstruktur des 
Tetranukleotids nachweisen. In dem vorliegenden Experiment hat 
der Verfasser zwei Arten Phosphomonoesterase, zwei Arten Pyro- 
phosphatase und den Pyrophosphatasenaktivator gebraucht. Die 
eine Art sowohl der Phosphomonoesterase als auch der Pyrophos- 
phatase wirkt ausschliesslich in saurer Reaktion und gehort re- 
spektiv zu der ersten Gruppe von jedem Ferment. Die andere 
Art der beiden Fermente iibt dagegen ihre Wirkung ausschliesslich 
in alkalischer Reaktion aus und gehort zu der dritten Gruppe. 
Die zweite Gruppe (Monoesterase und Pyrophosphatase) konnte 
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noch nicht getrennt werden und wurde daher beim vorliegenden 
Versuche nicht gebraucht. 

Der Verfasser hat zuerst untersucht, ob die Adenosintriphos- 
phorsaure tiberhaupt durch die oben erwahnten isolierten Fermente 
hydrolysierbar seien. Es war tatsdchlich der Fall. Sowohl Phos- 
phomonoesterase als auch Pyrophosphatase war imstande aus dieser 
Substanz anorganische Phosphorséiure abzuspalten. Ausserdem 
wurde durch Zusammenwirken der Phosphomonoesterase und der 
Pyrophosphatase wenigstens im Anfangsstadium soviel an- 
organische Phosphorsdure geliefert, wie die Summe der Phosphor- 
sdure betragt, die unter derselben Bedingung durch einzelne Phos- 
phatase abspaltbar war. Das Verhiltnis konnte mit der ausschliess- 
lich in saurer sowie mit der in alkalischer Reaktion wirksamen Phos- 
phatase in gleicher Weise bewiesen werden. Weiter wurde der fol- 
gende Versuch angestellt. Gleiche Volumen M/100 Glyzerophosphat 
und Pyrophosphat wurden gemischt um darauf die Monoesterase, 
Pyrophosphatase oder das kiinstliche Gemisch Monoesterase + 
Pyrophosphatase bei Pu 4 einwirken zu lassen. Die Phosphorsaure- 
abspaltung durch das Phosphatasengemisch war wieder gleich der 
Summe der Dephosphorierung durch das einzelne Ferment. 

Das Resultat lasst uns annehmen, dass in der Adenosintri- 
phosphorsdure ein Molekiil Phosphorsdéure in Monoesterform und 
die zwei anderen als Pyrophosphorsiure vorhanden sind. Selbst- 
verstandlich ist jene Phosphorsdure in Monoesterform an Riboserest 
gebunden. Die Frage ist nun, wie sich die Pyrophosphorséure zu 
der Adenylsdure verhiélt. Es sind dabei drei Méglichkeiten denk- 
bar. Erstens mag die Adenosintriphosphorsiure einfach eine 
aquimolekulare Komplexbindung der Adenylséiure mit Pyrophos- 
phorsaure sein, deren Bildung und Zerfall von der Aziditaét und 
Temperatur des Mediums abhangig sei. Der Verfasser hat daher 
ein aquivalentes Gemisch von Myoadenylsiure und Pyrophosphat 
hergestellt und die Lésung bei Pu 4, 7 und 9 verschieden lang bei 
37° aufbewahrt. Als die Lésungen aber neutralisiert und mit 
Ba(OH)2+BaCl, behandelt wurden, enthielt der Niederschlag 
soviel gebundene Phosphorsdure, wie sie dem a priori vorhandenen 
Pyrophosphat entsprach und mit n-HCl schnell hydrolysierbar war, 
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wahrend in der Loésung die genau der zugesetzten Adenylsdure 
entsprechende organische Phosphorsdure wieder gefunden wurde. 
Die Adenosintriphosphorsiéure selbst lieferte andererseits spontan 
keine Phosphorséure, wenigstens in 20 Stunden, bei Pu 4 und 9 
und wurde dabei aus alkalischer Losung vollstandig mit BaClz 
gefallt. Es ist also festgestellt, dass die Adenosintriphosphorsaure, 
obwohl sie sich gegen Phosphatase wie das Gemisch Adenylsdure 
und Pyrophosphat verhalt, nicht spontan in diese Bestandteile 
zerlegt werden kann. Die Pyrophosphorsdure ist also fest an 
Adenylsaure gebunden. Die zweite mdgliche Struktur der 
Adenosintriphosphorsaure ist folgende. Zwei Molektile Phosphor- 
sdure verestern sich mit OH-Gruppen der Ribose-C-Atome von (2)- 
und (3)-Stellungen und verbinden sich wieder miteinander unter 
Anhydridbildung, um den sauren Pyrophosphorsiureester zu 
bilden. Wenn das der Fall ware, so wiirde es sehr fraglich sein, 
dass solehe Verbindung bloss durch die monoesterasefreie Pyro- 
phosphtase anorganische Phosphorsaure zu.liefern imstande ware. 
Bei dem sauren Diphenylester der Pyrophosphorsaure haben 
Kurata (1931) und Takahashi (1932) bewiesen, dass die P-O-P 
Bindung in diesem Ester durch Pyrophosphatase erst unter Mit- 
wirkung des Pyrophosphatasenaktivators aufspaltbar war. Die 
Geschwindigkeit der Dephosphorierung der Adenosintriphosphor- 
sdure durch Pyrophosphatase+ Monoesterase wurde bei Zusatz von 
Pyrophosphatasenaktivator nicht beeinflusst. Hinsichtlich der 
Konstitution der Adenosintriphosphorsdure konnte damit die zweite 
Moéglichkeit ausgeschlossen werden. 

Es blieb also die dritte Méglichkeit iibrig: Pyrophosphorsaure 
verestert sich einfach mit einer OH-Gruppe des Riboserests der 
Adenylséure, und zwar, die Struktur der Hefeadenylsdéure in 
Betracht ziehend, an dem C-Atom (3) der Ribose. Die angenom- 
mene Formel der Adenosintriphosphorsdure ist daher die folgende. 

Ein Molekiil Phosphorsaure des Pyrophosphorsiurerests bleibt 
nicht verestert, frei und daher ist die P-O-P-Bindung wohl durch 
die nicht aktivierte Pyrophosphatase spaltbar. Die Phosphorsdure 
des Adenylsdurerests ist in Monoesterform vorhanden und kann 
ohne weiters durch Monoesterase abgespalten werden. Die oben 
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aufgestellte Formel erklirt am besten die Ergebnisse der Phos- 
phatasenwirkung auf Adenosintriphosphorséure. Hinsichtlich der 
Konstitution der Adenosintriphosphorséure mag man ausserdem 
eine Anhydridbindung der Pyrophosphorséiure mit dem Phosphor- 
sdurerest der Adenylsdure annehmen. Aber solche Verbindung 
miisste eigentlich der Monoesterase widerstehen. Es war aber nicht 
der Fall. | 

Wenn die von uns angegebene Formulierung richtig wire, 
miisste aus der Adenosintriphosphorsiure durch die Pyrophos- 
phatasenwirkung nur die Halfte des Pyrophosphats-P und daher 
ein Drittel des gesamten P als anorganischer P abgespalten werden. 
Der Verfasser hat darum die Hydrolysengeschwindigkeit der 
anorganischen Pyrophosphorsdure und Adenosintriphosphorsadure 
durch Pyrophosphatase miteinander verglichen. Bei Pu 4 waren 
die beiden Verbindungen miassig schnell spaltbar. Aber wahrend 
die anorganische Pyrophosphorséure schon in 10 Stunden voll- 
standig in 2 Mol. anorganische Phosphorsiure abgebaut wurde, 
betrug die Hydrolyse des Pyrophosphorsiurerests der Adenosin- 
triphosphorsdure in 8, 10 und 13 Stunden fast 50%. Diese 50% ige 
Hydrolyse des Pyrophosphorsaurerests war nicht zufallig. In der 
Tat konnte daraus als ein Hydrolysenprodukt die Adenosindi- 
phosphorséure als Kalziumsalz isoliert werden. In dieser Substanz 
sind 2 Molektile Phosphorsaure, wie die oben erwahnte Formulie- 
rung forderte, je eins an den (5) und (3) C-Atomen des Riboserests 
in Monoesterform, aber nicht als Pyrophosphorséure in (5) 
Ribose-C-Atom, vebunden vorhanden. Das konnte dureh den Phos- 
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phatasenversuch wie folgt bewiesen werden. Bei der Adenosindi- 
phosphorsdure bewirkte Monoesterase bei Po 4 schon in 4 Stunden 
eine 70%ige Abspaltung des gesamten Phosphors, wihrend die 
Pyrophosphatase in derselben Zeitdauer fast keine Dephos- 
phorierung zeigte. 

Die von uns angenommene Formulierung forderte weiter, dass 
die Phosphomonoesterase aus der Adenosintriphosphorsdure ein 
Molekiil Phosphorséure abspaltet und die Adenosinpyrophosphor- 
sdure zurticklasst. Daher liess man Phosphomonoesterase bei PH 9 
auf Adenosintriphosphorsdure einwirken, und zwar unter Magne- 
siumzusatz, weil dieses Salz bekanntlich die Wirkung der Phos- 
phomonoesterase III stark aktiviert. In 16 Stunden war der in 
Monoesterform vorhandene Phosphorséureanteil, also wieder ein 
Drittel des gesamten Phosphors, als anorganische Phosphorsdure 
abgespalten worden. Aus der Hydrolysenmischung wurde eine 
organische Phosphorverbindung als Kalzium- und _ Silbersalz 
isoliert. Sie war aber nicht die erwartete Adenosinpyrophosphor- 
sdure, sondern Inosinpyrophosphorsdure. Wir wissen nicht, in 
welcher Weise inzwischen die Desaminierung von statt gefunden 
hat. Der Phosphatasenversuch mit dieser Substanz ergab, dass sie 
durch Monoesterase gar nicht angegriffen wurde, wahrend Pyro- 
phosphatase daraus unter derselben Bedingung schnell anorgani- 
sche Phosphorsdure lieferte und zwar um 50% des gesamten Phos- 
phors. Man kann daher sagen, dass jene 2 Molekiile Phosphorsaure 
als Pyrophosphat an dem Riboserest einfach verestert vorhanden 
sind. Das pyrophosphatatische Hydrolysenprodukt der Inosin- 
pyrophosphorséiure muss Inosinsdure sein, aber ihre Isolierung 
konnte leider wegen Mangels an Material nicht ausgefiihrt werden. 

Barrenscheen (1932) hat aus Adenosintriphosphorsdure 
Adenylsiure fermentativ gewonnen. Die gebrauchte Fermentlosung 
soll ein einfacher Leberauszug gewesen sein. Soleher Auszug 
enthadlt nach unserer Erfahrung eine reichliche Menge verschie- 
dener Arten von Phosphatasen und daher darf die Adenylsdure- 
bildung mittels dieses Auszugs nicht einfach erklart werden. Wir 
haben, wie oben erwdhnt, die Wirkung der Pyrophosphatase auf 
Adenosintriphosphorséure untersucht und gefunden, dass die 
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Bildung von AdenosindiphoSphorsdure schnell in 10 Stunden von 
statten gegangen war. Hine geringe Zunahme des anorganischen 
Phosphors konnte in weiteren 12 Stunden beobachtet werden, was 
sicher der Wirkung der in geringer Menge beigemischten 
Monoesterase zuzuschreiben ist. Leichte Hydrolysierbarkeit der 
Adenosindiphosphorséure durch die Monoesterase wurde schon 
oben erwahnt. Der Verfasser hat daher eine Pyrophosphatasen- 
lésung, die eine geringe Menge Monoesterase beigemischt enthielt, 
auf Adenosintriphosphorséiure einwirken lassen, bis zwei Drittel 
des gesamten Phosphors als anorganische Phosphorsdure abge- 
spalten wurden. Die Hydrolyse musste 3-4 Tage lang fortgesetzt 
werden. Aus der Hydrolysenmischung konnte Adenylsdure von 
F': 200° isoliert werden. Partielle Dephosphorierung der Adenosin- 
diphosphorsaure sollte eigentlich ein Gemisch von Adenosin-(3)- 
phosphorséure und Adenosin-(5)-phosphorsaure liefern, aber die 
leichtere Spaltbarkeit des £-Glyzerophosphats als des a-Isomers in 
Betracht ziehend, kann man wohl im vorliegenden Fall eine haupt- 
sachliche Bildung der Adenosin-(5)-phosphorséure annehmen. Das 
eigentliche Spaltprodukt der Adenosintriphosphorsiure durch 
Pyrophosphatase ist aber Adenosindiphosphorsdure, dasselbe durch 
Monoesterase muss Adenosinpyrophosphorsaure sein. Hine direkte 
phosphatatische Hydrolyse der Adenosintriphosphorséure in Pyro- 
phosphorsdéure und Adenylsiure konnte bei vorliegenden Versuchen 
nicht konstatiert werden. 

In dieser Hinsicht ist die Angabe von Jacobsen (1933) iiber 
die Adenylpyrophosphatase sehr interessant. Dieser Autor konnte 
aus Schweineleber ein Fermentpriparat herstellen, das das Gly- 
zerophosphat und Pyrophosphat nicht spaltete, wohl aber Adenosin- 
triphosphorsaure (Adenylpyrophosphorséure). Durch dieses Fer- 
ment, das Jacobsen spezifische Adenylpyrophosphatase genannt 
hat, war der simtliche Pyrophosphorsiureanteil als anorganische 
Phosphorsadure abspaltbar. Die oben erwihnten Phosphatasenver- 
suche des Verfassers und die dadurch angenommene Formulierung 
der Adenosintriphosphorsaure liessen uns die Exsistenz einer spezi- 
fischen Adenylpyrophosphatase nicht ohne weiters annehmen. Die 
Versuche von Jacobsen wurden daher nachgepriift und ein 
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Fermentpraparat konnte tatsachlich hergestellt werden, das bei PH 
8 in 2 Stunden sowohl Glyzerophosphat als auch Pyrophosphat fast 
gar nicht spaltete, aber 24% des gesamten Phosphors von Ade- 
nosintriphosphorsdure als anorganischen Phosphor befreite. Als 
das Fermentpraparat jedoch bei Pu 4 auf diese drei Substrate 
gepruft wurde, konnte eine massige Hydrolyse bei allen Fallen 
nachgewiesen werden. In dem Fermentpraparat waren also Mono- 
esterase und Pyrophosphatase, die in saurer Reaktion wirksam 
sind, noch aktiv geblieben und die Spaltbarkeit der Adenosintri- 
phosphorsaure bei Pu 4 durfte wohl der Wirkung der beiden Phos- 
phatasen zugeschrieben werden. Die Hauptfrage war aber die 
vorziigliche hydrolytische Wirkung desselben Fermentpriparats 
auf die Adenosintriphosphorsaure bei alkalischer Reaktion. Das 
Fermentpraparat war jedoch, wie man aus der Herstellungs- 
methode erkennen kann, eine grob dispergierte Suspension von 
wirmedenaturiertem Hiweiss. Wir dachten, dass die Monoesterase 
und Pyrophosphatase eventuell in der Suspension immerhin 
wirksam aber zufallig in solehem Zustand bleiben kénnten, dass 
das die Fermente einschliessende Hiweissgerinnsel die Wirkung 
der beiden Fermente auf Glyzerophosphat resp. Pyrophosphat, aber 
nicht auf die Adenosintriphosphorsiure verhinderte. Unter dieser 
Hypothese hat der Verfasser die Fermentsuspension mit Papain 
oder Trypsin behandelt, aber konnte das Vermégen der Glyzero- 
oder Pyrophosphathydrolyse (bei Pu 8) nicht wieder hervortreten 
lassen. Endlich wurde die Fermentsuspension mit Hiereiweiss in 
2% versetzt und ihre Wirkung auf Glyzero-, Pyro- und Adenosin- 
triphosphorsaure bei PH 8 untersucht. In tiberraschender Weise 
wurde eine starke Dephosphorierung sowohl des Glyzero- als auch 
Pyrophosphats beobachtet und der hydrolytische Betrag bei der 
Adenosintriphosphorsdéure war dabei fast gleich dem beim Versuch 
ohne Hiweisszusatz.. Wir koénnen daher aussprechen, dass das 
Fermentpraparat, Adenylpyrophosphatase von Jacobsen, wohl 
aktiv auf Adenosintriphosphorsadure ist, aber noch die in saurer 
Reaktion wirksame Phosphomonoesterase und Pyrophosphatase 
vollig in aktiver Form enthalt und ausserdem auch dieselben 
Fermente, die in alkalischer Reaktion wirksam sind, in solch 
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maskiertem Zustande finden, dass sie erst bei Anwesenheit von nicht 
verandertem Hiweiss ihre Wirkung auf Glyzero- resp. Pyrophos- 
phat auszutiben imstande sind. Welche Rolle das zugesetzte 
Eiweiss spielt, steht dahin. 

Kiirzlich haben Ostern (1933-34) und Beattie, Milroy und 
Strain (1934) iiber Herznukleotid berichtet. Diese Substanz 
besteht aus 2 Molektilen Adenosin und 5 Molekiilen Phosphorsaure. 
3 Molekiile Phosphorsiéure sollen leicht hydrolysierbar sein. Das 
Verhalten der Adenosintriphosphorsiure gegen Phosphatase und 
die Struktur ihrer partiellen Spaltprodukte in Betracht ziehend, 
mag das Herznukleotid ein aquivalentes Gemisch von Adenosintri- 
phosphorséure und Adenosinpyro- oder eventuell diphosphorsaiure 
sein. 

Die Ergebnisse des vorliegenden Experiments konnen wie folgt 
zusammengefasst werden. Die gereinigte Phosphomonoesterase 
und Pyrophosphatase sind im Stande bei ihrer respektiven Wirkung 
auf Adenosintriphosphorséure daraus je ein Molekiil Phosphor- 
saure als anorganische Phosphorsdure abzuspalten. Bei dem Spalt- 
produkt durch die Phosphomonoesterase bleiben noch 2 Molekiile 
Phosphorsaure als Pyrophosphorséure an dem Riboserest—wahr- 
scheinlich an (3)-C-Atom—einfach verestert. Dieser Pyrophos- 
phorsaureester ist resistent gegen Monoesterase aber ein Molekiil 
Phosphorsdure kann daraus durch Pyrophosphatase abgespalten 
werden. Das Spaltprodukt der Adenosintriphosphorsadure durch 
Pyrophosphatase ist Adenosindiphosphorséiure. Die zuriickblei- 
benden zwei Molekiile Phosphorséure sind je in Monoesterform 
vorhanden. Daher kann diese Verbindung durch Phosphomonoes- 
terase vollstandig dephosphoriert werden, aber darauf ist Pyro- 
phosphatase unwirksam. Aus den Resultaten der fermentativen 
Analyse wird die Struktur der Adenosintriphosphorséure wie oben 
formuliert angegeben. 


EXPERIMENTELLER TEIL, 


I. Adenosintriphosphorsdure. 


Das saure Kalziumsalz wurde nach Fiske und Subbarow 
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(1929) aus Kaninchenmuskeln iiber Quecksilbersalz hergestellt. 
1000 g Muskel lieferten 1-1.5g Kalziumsalz. Bei der Analyse 
wurde es in Vakuum bei 111° getrocknet. 


Analyse: Ci9Hi30isNsP3 : 1% Ca (564.4) 


gesamt-P ber. 16.50%, gef. 16.33%. 
leicht hydrolysierbarer P_ ber. 11.00%, gef. 10.71%. 
N ber. 12.41%, gef.11.99%. 


Das entsprechende Silbersalz wurde auch nach Fiske und 
Subbarow bereitet. 


Analyse: C10Hi130i13NsP3Ags (827.9) 


gesamt-P ber. 11.25%, gef. 11.31%. 
leicht hydrolysierbarer P ber. 7.50%, gef. 7.52%. 


II. Versuchsanordnung. 


Pufferlosungen: M/2 Azetat-Essigsaure und M/10 Glykokoll- 
Natron. Temperatur 37°. Px elektrometrisch gleich nach Anstell- 
ung der Versuche bestimmt. Phosphorbestimmung nach Fiske 
und Subbarow. Die ermessene anorganische Phosphorsdure 
wurde in den nachfolgenden Protokollen iiberall, fiir 1cem 
Versuchslosung berechnet, als P in mg angegeben. 


III. Fermentlosungen. 


Herstellung und Isolierung der Fermente wird unten einzeln 
angegeben. Isolierung gelang leicht. Bei den ganzen Versuchen 
wurden nicht dieselben Fermentlésungen gebraucht, weil die 
isolierten Fermente beim Aufbewahren selbst im Eisschrank oft 
allmahliche Inaktivierung erlitten. Die hergestellten Ferment- 
lésungen wurden jedesmal auf Hinheitlichkeit nach folgender Vor- 
schrift gepriift. Die Wirksamkeit der gebrauchten Fermentlosung 
schwankte bei jeder Herstellung unbedeutend, 


M/100 Substratlosung 2.0 eem 
Pufferlésung BOY 
Fermentlosung 3.0 ,, 


Wasser uns,, 
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1. Phosphomonoesterase, die in saurer Reaktion wirksam ist 
und zu der ersten Gruppe Monoesterase gehort, wurde nach 
Kurata (1931) aus Schweineleber isoliert. Dieses Ferment wirkte 
bei Px 4.0 wie folgt: 


Glyzerophosphat Pyrophosphat Diphenylpyrophosphat 
Std. a ee eee 
Pinmg Jo Pinmg % Pinmg % 
2 0.0168 27.0 0 0 0 
20 0.0551 89.0 0 0 0 


2. Pyrophosphatase, die in saurer Reaktion wirksam ist, 
wurde auch nach Kurata (1931) aus Schweineniere isoliert. Ihre 
Wirkung bei Px 4.0 war wie folgt. 


Glyzerophosphat Pyrophosphat Diphenylpyrophosphat 
Std. 
P in mg % P in mg % Pinmg %o 
2 0 0 0.0422 34.0 0 0 
20 0 0 0.1240 100.0 0 0 


3. Phosphomonoesterase, die in alkalischer Reaktion wirksam 
ist und der Monoesterase III angehért, wurde nach Takahashi 
(1932) aus dem dialysierten Kaninchenlungen-autolysat durch 
Adsorptionsverfahren mit rotem Hisenhydroxydgel in Dinatrium- 
phosphatlésung isoliert. Die dialysierte Lésung dusserte bei PH 
9.0 folgende Wirkung. 


Glyzerophosphat Pyrophosphat Diphenylpyrophosphat 
Pinmg % 


meus eS Ce ee ee ee eee, 


_ 4. Pyrophosphatase, die in alkalischer Reaktion wirksam ist, 
wurde-nach Tak ahashi (1932) aus Kaninchenniere isoliert. Ihre 
Wirkung bei Pu 9:0 war wie folgt. 
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Glyzerophosphat -  Pyrophosphat Diphenylpyrophosphat 

Std. itn Gece C= abe p Shaee Ga) ae Se Le CL Le ce Ce 
Pinmg % P in mg % Pinmg Jo 
2 0 0 0.0250 20.1 0 0 
12 spur 0 0.0800 63.0 0 0 


0. Pyrophosphatasenaktivator, frei von Pyrophosphatase und 
Phosphomonoesterase, wurde nach Kurata (1931) aus Schweine- 
leber isoliert, und wirkte wie folgt: 


M/100 Diphenylpyrophosphatlosung 2.0 eem 

Puffer ; D0 55 

Phosphomonoesterase 20 = 

Pyrophosphatase 2 Be 

Pyrophosphatasenaktivator od. Wasser 2.0% 55 
Pu 4.0 Pa 9.0 


Std. ohne Aktivator mit Aktivator ohne Aktivator mit Aktivator 


Pinmg Yo Pin mg % Pinmg % 


2 0 0 0.0188 15.2 0 0 
5 0 0 0.0575 46.4 0 0 


IV. Spaltbarkeit der Adenosintriphosphorséure durch 
Monoesterase und Pyrophosphatase. 


1. Versuch mit Phosphomonoesterase I und Pyrophosphatase I. 
Kalziumsalz wurde zum Versuch gebraucht. Die Versuchs- 
lésungen bestanden aus: 


SS ee ee SSS | ee 


M/100 Adenosintriphosphat| 5.0cem} 5.0cem| 5.0cem] 5.0cem | 5.0 cem 


Monoesterase Oa COLDS De eal. ays Bi 
Pyrophosphatase 0-55 Quergs 50 tgp DO Dergy 5:05 
Pyrophosphatasenaktivator On ee Oe OF 5; 0% DO oes 


Azetatpuffer 5.04.5 5.0) wey 5.0 
Wasser 1550) ),.8 1) 20.0 ae} 10:0 


BW Ogos. 5:05 | 
2” 5.0 A) 0 29 
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Nr, 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. 5 


Std. 
Pinmg| % P in mg % Pinmg| % Pinmg| % 


2 0.0025 1.3 0.0400 21.5 0.0420 22.6 0.0420 22.6 
5 0.0050 2.7 0.0600 32.3 0.0640 34.4 0.0655 35.3 


Pu war 4. Anorganischer Phosphor wurde fiir leem Ver- 
suchslosung umgerechnet und die vollstandige Dephosphorierung 
von 3 Molekiilen Phosphorséure wurde als 100%ige Hydrolyse 
gesetzt. Der Versuch I zur Kontrolle zeigte keine Hydrolyse. 

2. Versuche mit Monoesterase III und Pyrophosphatase III. 

Sie wurden bei PH 9.0 mit Glykokoll-Natron-Puffer und sonst 
in gleicher Weise wie mit den Phosphatasen I ausgefihrt. Der 
Kontrollenversuch 1 zeigte wieder keine Dephosphorierung. 


Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. 5 


Std. 


Pinmg %o Pin mg % P in mg % Pinmg % 


6 0.0230 12.4 0.0097 5.2 0.0338 18.2 0.0375 20.2 
12 0.0353 19.0 0.0143 7.7 0.0505 27.2 0.0588 31.6 


Versuche mit der Natriumsalzlosung der Adenosintriphosphor- 
sdure, die aus dem Silbersalz durch Versetzen mit berechneter Salz- 
sduremenge und nachherige Neutralisation hergestellt wurde, ver- 
liefen mit ganz gleichen Resultaten. ‘ 

3. Hydrolysenversuch des Glyzero- und Pyrophosphat- 
gemisches. 


Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 
M/100 Glyzerophosphat 1.0 ecm 1.0 cem 1.0 cem 
M/100 Pyrophosphat LO 1-0l0,5 a ote 
Monoesterase I 3.0 ,, 0; sO igs 
Pyrophosphatase I 0 3 3.0 ,, 3.0 ,, 
Azetatpuffer 2.0 ,, 2.0 ,, 2.0 ,, 


Wasser 810; 3.0 ,, un. 


Pin mg % Pinmg %o Pinmg % 


nach 1 Stde. 0.0080 8.6 0.0160 17.2 0.0231 24.9 
nach 2 Stdn. 0.0136 14.6 0.0250 26.9 0.0364 39.1 
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V. Hemmende Wirkung der Adenosintriphosphorsadure 
auf die Monoesterase I. 

Bei dem oben erwahnten Versuch der Adenosintriphosphat- 
hydrolyse bei PH 4 wurde durch Monoesterase in 2 Stunden 1.3% 
des gesamten Phosphors, also 4% der Phosphorsdure in Monoester- 
form abgespalten. Diese Hydrolyse war geringer als erwartet, weil 
die gebrauchte Fermentlosung Glyzerophosphat schon in 2 Stunden 
um 30% aufzuspalten imstande war. Es wurden daher folgende 
Versuche bei Pu 4 durechgefiihrt. 


A: II IIL 
M/100 Adenosintriphosphat 2.0 ccm 2.0 cem 0 cem 
M/100 Adenylsiiure Ons; 20ne 20 aes 
Monoesterase I 4:06 5 4.0 ,, 40 ,, 
Azetatpuffter OTe. 2.0 a 2:0). 
Wasser 20 aes OL 2:0) es 
Pinmg 
nach 2 Stdn. 0.0060 
nach 6 Stdn. 0.0098 


Bei Anwesenheit der Adenosintriphosphorsdiure war die De- 
phosphorierung der Adenylsdure absolut geringer als die ohne 
Zusatz jener Saure. Dieser hemmende Einfluss der Adenosintri- 
phosphorsaure wurde aber bei Monoesterase III nicht beobachtet, 
und bei Zusatz von Magnesiumehlorid als Aktivator wurden Gly- 
zerophosphat und Adenosintriphosphorséiure bei Pu 9.0 fast in 
gleicher Geschwindigkeit schnell dephosphoriert. Aus diesem 
Grund zog der Verfasser, wie spiter erwadhnt, die Monoesterase III 
der Monoesterase I vor bei der partiellen Hydrolyse der Adenos- 
intriphosphorsaure fiir praparative Zwecke. 


M/100 Substratlésung 2.0 cem 
Glykokoll-NaOH a0, 
Monoesterase III 50 Pu 9.0 


Wasser od. M/100 Mg Cle Ft | cee 


32 Pa Gato: 


Glyzerophosphat Pyrophosphat |Adenosintriphosphat 


Std. 
P in mg % Pin mg %o Pin mg % 
- 3 0.0202 | 32.6 0 0 0.0148 23.8 
oe Pasay 0.0314 | 50.6 0 0 0.0213 34.3 
— 3 0.0334 | 53.9 0 0.0325 52.5 
page ai! 5 0.0548 | 88.4 0 0 0.0472 | 761 


Bei dem Adenosintriphosphat bedeutet 100%ige Hydrolyse die 
Abspaltung eines Molekiils von 3 Phosphorsiure. 


VI. Zeitliche Verfolgung der pyrophosphatatischen Hydrolyse 
der Adenosintriphosphorsdure. 
M/100 Glyzerophosphat, 
M/200 Pyrophosphat od. 
M/200 Adenosintriphosphat 2.0 ccm 


Pyrophosphatase I 3.0 ,, Pa $i) 
Azetatpuffer 2.0: ,, 
Wasser a, 
M/100 M/200 M/200 
sta Glyzerophosphat Pyrophosphat Adenosintriphosphat 
Pinmg Jo Pinmg Jo Pinmg %o 
0 0 0.0240 38.8 
0 0 0.0351 56.6 0.0202 32.5 


Der hydrolytische Prozentsatz wurde aus dem P-Gehalt im 
Pyrophosphorsiurerest ausgerechnet. Die Hydrolyse erreichte 
ziemlich schnell 50%. Die nachherige langsame Zunahme der 
Hydrolyse diirfte der beigemengten geringen Monoesterasen- 
wirkung zuzuschreiben sein. Die Wirkung der hergestellten 
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Pyrophosphatase III auf Adenosintriphosphorséiure war nicht so 
stark wie die der Pyrophosphatase I. Die spater zu erwahnende 
partielle Hydrolyse der Adenosintriphosphorsaure wurde daher mit 
Pyrophosphatase I ausgefiihrt. 


VII. Fermentatwe Darstellung der Inosinpyrophosphorséure. 


0.85 ¢ Kalzium-adenosintriphosphat wurde in  verdiinnter 
Essigsaure geloést und mit Quecksilberazetat gefallt. Die wassrige 
Suspension des Niederschlages wurde mit H2S entquecksilbert, H.S 
durch COs ausgetrieben, die Lésung mit Natron neutralisiert und 
auf 100cem verdiinnt. Dazu wurden 100cem M/10 Glykokoll- 
Natron (Px 9.0), 150 ecm Phosphomonoesterase III, 150 cem M/100 
MgCl. und 50 cem Wasser versetzt. Bei 37° wurde die Zunahme 
des anorganischen Phosphors zeitlich verfolgt. Die Dephos- 
phorierung betrug nach 16 Stunden fast 1/3 des gesamten Phos- 
phors. Das Hydrolysengemisch wurde bei Kalteanwendung mit 
1/4 Volumen 16% Trichloressigséure enteiweisst, mit NaOH 
neutralisiert und mit 10% CaClz in gesattigter Ca(OH) .-Losung 
versetzt. Der Niederschlag wurde in Wasser suspendiert, mit 
n-HCl bis Kongo neutral angeséiuert und die klare Lésung mit 
10% CaCle in 95% Alkohol versetzt. Die gefallte Substanz wurde 
weiter bis sie chlorfrei war mit Alkohol gewaschen und endlich mit 
Ather getrocknet. Nach dem Trocknen in Vakuum bei 100° und 
weiter bei 111° wog die gewonnene Substanz 0.35 g. 


Analyse: 
fiir Ca-Adenosinpyrophosphat 
Ci0H13010N5P2Cai (465.3) ber. P 13.32%, N 15.05%. 
fiir Ca-Inosinpyrophosphat 
Ci10H12011NaP2Ca; (466.3) ber. P 13.31%, N 12.02%. 
gef. P 13.65%, N 12.11%. 


0.2 g Kalzium-inosinpyrophosphat wurde in Wasser gelost, mit 
AgNOs gefillt und der Niederschlag mit Wasser gut gewaschen und 
getrocknet. Nach dem Trocknen in Vakuum bei 111° wog das 
Silbersalz 0.175 g. 
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Analyse 5 C10H12011:N4P2Age (642.0) 
r ber. 9.67%, gef. 9.62%. 
N ber. 8.72%,  gef. 8.89%. 
Ag. ber. 33.61%, gef. 32.11%. 


In dieser Substanz sind 2 Molekiile Phosphorséure als Pyro- 
phosphat vorhanden und nur die Halfte des gesamten Phosphors 
konnte durch Pyrophosphatase I abgespalten werden. 


M/100 Ca-Inosinpyrophosphat 
od. M/200 Natr. pyrophosphat 2 cem 


Pyrophosphatase I 3 ,,. rPH 4.0 
Azetatpuffer Be 
Wasser pes, 
Pyrophosphat Tnosinpyrophosphat 
Std. 
Pinmg % P in mg To 
2 0.0400 64.5 0.0440 35.5 
4 0.0560 - 90.3 0.0560 45.1 
6 0.0620 100.0 0.0596 48.1 
24 0.0710 57.3 


Phosphomonoesterase I, die unter derselben Bedingung Gly- 
zerophosphat in 4 Stunden 60% hydrolysierte, war auf die neue 
Substanz unwirksam. 


VIII. Fermentative Darstellung der 
Adenosindiphosphorsdure. 


0.312 g Kalzium-Adenosintriphosphat wurde in 50 cem Wasser 
gelést und mit 75 cem Pyrophosphatase I und 75 cem Azetatpuffer 
von Pu 4 bei 37° stehen gelassen. Nach 9 Stunden war 1/3 des 
gesamten Phosphors als anorganische Phosphorséure abgespalten. 
Die Hydrolysenlosung wurde unter Abkiihlen mit NaOH neutrali- 
siert und, wie beim vorigen Versuch, mit CaCle-Ca(OH) 2-Lésung 
versetzt, der Niederschlag dann aus der kongoneutralen Lésung mit 
alkoholischer CaClo-Loésung wieder gefallt und mit Alkohol-Ather 
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getrocknet. Ausbeute 0.094g. Fiir die Analyse wurde die Sub- 
stanz in Vakuum bei 111° getrocknet, 


Analyse: C1¢H130190N5P2Ca; (465.3) 


Pp ber. 13.32%, gef. 13.23%. 
N _ ber. 15.05%, gef. 14.66%. 


In dieser Substanz sind 2 Molekiile Phosphorsaure je in Mono- 
esterform vorhanden. Die stark aktive Pyrophosphatase I zeigte 
keine Dephosphorierung, waihrend die Monoesterase I eine schnelle 
Hydrolyse ausiibte. 


M/100 Substratlosung 2 ecm 
Monoesterase I eas piab 
Azetatpuffer o 5 a 
Wasser Deas 

Glyzerophosphat Adenosindiphosphat 


IX. Fermentative Darstellung der Adenylséure. 


1.1g Kalzium-Adenosintriphosphat wurde in 50cecm Azetat- 
puffer von Px 4 gelést und mit 150 eem Pyrophosphatase I bei 37° 
stehen gelassen. Nach 3 Tagen, als fast 65% des gesamten Phos- 
phors abgespalten war, wurde die Lésung mit Baryt gegen Phenol- 
phthalein neutralisiert und filtriert, das Filtrat weiterhin mit 3 
Volumen abs. Alkohol versetzt. Der Niederschlag wurde in 
Wasser gelést, Barium quantitativ mit H.SO, entfernt und die 
Loésung unter vermindertem Druck eingedampft. Die Adenylsdure 
wurde daraus mit Azeton gefallt und iiber Hg-salz gereinigt. 
Schmelzpunkt 195-200°. Sie wurde von Phosphomonoesterase 
schnell, aber von Pyrophosphatase nicht hydrolysiert. 


Analyse: C10H1407N5P3 (347.2) 
P ber. 8.94%, gef. 8.95%. 
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X. Untersuchung iiber Jacobsens Leberferment. 


Das Ferment wurde nach Jacobsens Angabe aus Schweinele- 
ber hergestellt. Bei Pa 8 war die Wirkung folgende. 


M/100 Substratlésung 2 ecm 
Jacobsensferment : SP 
Glykokoll-Natron ee PH 8.0 
Wasser od. 10% 
Hieralbumin (Merck) 2 
Glyzerophosphat Pyrophosphat |Adenosintriphosphat 
sta. |__| | 
P inmg Yo Pinmg % Pinmg % 
ee 2 0 0 0 0 0.0225 | 121 
Eiweiss 4 spur 0 spur 0 0.0444 23.9 
mit 2 0.0121 | 19.6 | 0.0144 | 116 | 0.0238 | 128 


EHiweiss 4 0.0154 24.9 0.0200 16.1 0.0668 38,9 


Bei Pu 4 war das Ferment ohne Hiweisszusatz sowohl auf 
Glyzero- und Pyrophosphat als auch auf Adenosintriphosphat 
wirksam. Der Versuch wurde bei Pu 4 mit Azetatpuffer und sonst 
in gleicher Zusammensetzung wie oben angesetzt. 


Glyzerophosphat Pyrophosphat Adenosintriphosphat 


Std, 
Yo. Pinmg %o 
2 27.2 0.0320 17.2 
4 0.0668 35.9 
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EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNG UBER DAS 
WACHSTUM UND DIE VERKALKUNG DES 
KNOCHENS. 


(Ausgefiihrt an Femuren von Hiihnerembryonen durch 
Kulturen in vitro.) 


Von 


MUNEHIDE YOSHITOMI. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut (Direktor: Prof. Dr. K. Kodama) 
und der I. Chirurgischen Klinik (Direktor: Prof. Dr. H. Akaiwa) 
der Medizinischen Fakultat der Kaiserlichen Kyushu- 
Universitat zu Fukuoka.) 


(Hingegangen am 28. August 1934) 


KINLEITUNG. 


Die experimentellen Forschungen itiber die Verkalkung des 
Knochengewebes in vitro wurden zuerst von Robison (1924) 
ausgefiihrt. Er brachte die Epiphysenschnitte von rachitischen 
Rattenfemuren in eine Hexosephosphat enthaltende Losung und 
beobachtete, dass die Verkalkung sehr gut statt gefunden hatte. 
Dieselbe Beobachtung wurde auch bei der Kultur von ganzen 
Embryonal-Femuren von Hihnern wiederholt. Dabei wurde die 
Bedeutung der Phosphatase, die von ihm entdeckt wurde, bestatigt. 
Eine gute Verkalkung von Epiphysenschnitten rachitischer 
Ratten wurde auch in ganz anorganischer Lésung von Shipley, 
Kramer, Howland (1926) und auch von Meyer beobachtet. 
Ein auffallender Unterschied der Kulturbedingungen zwischen 
den organisches und anorganisches Phosphat enthaltenden 
Lésungen ist die optimale H-Ionenkonzentration. Robison be- 
merkte, dass sie bei der Hexosephosphat enthaltenden Lésung in 
der Gegend von pH 8.4~9.4 liegt, dagegen behaupteten Shipley 
und seine Schiiler pH, 7.2-7.4 als Optimum bei anorganischer 
Lésung. Die Ursache dieses Unterschiedes scheint mit dem grund- 
satzlichen metabolischen Vorgang des wachsenden Knochens 
zusammenzugehingen. Kuwabara (1932) machte in diesem 
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Laboratorium die sehr interessante Beobachtung, dass im Knorpel- 
gewebe, besonders im Epiphysenteil des wachsenden Knochens 
Hexosephosphatdehydrogenase reichlich vorhanden ist. Mittels 
dieses Fermentes werden Hexosephosphate in Milchsaure um- 
gesetzt, welche schddlich auf die Verkalkung einwirkt und daher 
neutralisiert werden muss, um die normale Verkalkung zu erhalten. 
Vielleicht kann, wie Robison beobachtete, die hohe Alkalitat fur 
optimale Verkalkung im Vorhandensein von organischem Phos- 
phat, in dieser Weise erklart werden. Die vorliegenden Unter- 
suchungen beschaftigten sich mit der Frage, wie die Prozesse der 
Verkalkung und des Wachstums von Embryonalknochen von der 
Aciditat der Nahrlosung und auch der Zufiigung verschiedener 
Substanzen beeinflusst werden kénnen, um eine klare Einsicht in 
den physiologischen Prozess der Knochenbildung zu bekommen. 
Der Beginn der physiologischen Verkalkung des Knochens geht 
relativ friihzeitig in der Embryonalzeit vor sich und wird mit dem 
Wachstum gesteigert. Wenn also der Embryonalknorpel durch 
Kulturen in vitro wachst und verkalt, so bietet er dabei physio- 
logische Untersuchungsbedingungen. Bei den Kulturen kann man 
nach Wunsch die Untersuchungsbedingungen viel leichter als in 
vivo andern, und auch die Beobachtung ist sehr erleichtert. 

Daher versucht Verf. mit Hilfe der Kulturen die oben 
angefihrten interessanten Probleme zu ldésen. 


VERSUCHSMETHODEN. 


Nach der Methode von Fell und Robison (1929) kultivierte 
Verf. die ganze Femur des 6.5 Tage alten Hiihner-Embryos vier 
Tage lang. 

Als Nahrboden benutzte Verf. die im allgemeinen angewandte 
Gewebskultur, d.h. eine Mischung von Hiihnerembryosaft und 
Hepalinplasma zu gleichen Teilen (0.5cem) in einer Schale von 
4cm Diameter und liess sie gerinnen. Verf. explantierte 3-4 
Femuren auf die Oberflache des Nihrbodens mit Glasspatel, schloss 
das Gefass sofort mit einer Petrischen Schale von 8cm Diameter 
und kultivierte sie bei 39°C im Brutschrank. Nach 2 Tagen wurde 
die Femur auf neuen Nahrboden gebracht. Das ganze Verfahren 
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TABELLE I. 


Fomae a. 65 | Dieselbe Dieselbe 
Tage alten nach 2 | Zunahme | nach 4 Zunahme Verkal- 
Nr. tagiger | d. Lange | tagiger d. Linge Tr. 


sage Kult. (mm) Kult. (mm) kung 
(ano (mm) (mm) 

1 2.53 3.60 1.07 4.16 1.63 + 

2 2.57. 3.66 1.09 4.20 1.63 + 

3 2.61 3.63 1.02 4.13 1.52 i 

ee 2.48 3.52 1.04 4.03 1.55 “+ 

5 2.63 3.70 1.07 4.26 1.63 ce 

6 2.56 3.61 1.05 4.12 1.56 ro 

7 2.53 3.59 1.06 4.12 1.59 te 

§ 2.56 3.64 1.08 4.10 1.54 Cs 

9 2.62 3.69 1.07 4.22 1.60 + 

10 2.48 8.52 1.04 4.05 1.57 ate 

Mittel- 2.55 3.616 1.06 4.139 1.59 ate 
werte 


des Nahrbodens, des Material usw., muss streng aseptisch versorgt 
werden. Die Lange der Femur wurde mit dem Ocularmicrometer 
ohne Verschiebung des Explants auf dem Nahrboden gemessen 
und die Verkalkung nach der Kossaschen Silbernitrat Methode 
nachgewiesen. 


Experiment 1. Wachstum und Verkalkung beim 
Grundnihrboden. 


Um die Bedingungen des Wachstums und der Verkalkung der 
Embryonalfemur und den Einfluss der verschiedenen Stoffe auf 
ihr Wachstum und ihre Verkalkung zu untersuchen, beobachtete 
Verf. zuniachst, ob sich die Embryonalfemur in der Grundnahr- 
boden-Kultur gut entwickelt und verkalkt. Die Resultate des oben 
beschriebenen Grundndéhrbodens zeigt Tabelle I. Daraus ist zu 
ersehen, dass es in der Linge der Hiihnerembryonalfemuren in- 
dividuell ziemlich grosse Unterschiede gibt, und dass sogar das 
Wachstum der Femuren auf gleichem Nahrboden noch verschieden 
ist. Es lassen sich aber nach 2 und 4 Tagen Kultur fiir das 
Langenwachstum der Femur die Mittelwerte 1.06mm und 1.59 
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mm finden. Das Wachstum der nachsten 2 Tage ist im Vergleich 
zum Wachstum der ersten 2 Tage fast um die Halfte vermindert, 
und Verf. beobachtete, dass sich nach 4 tagiger Kultur fast immer 
die Mitte des Schaftes nach der Kossa’schen Methode schwarzlich 
verfarbt, d.h. verkalkt. (Siehe zugehériges Bild). Robison und 
Fell (1929) beobachteten Verkalkung der 5.5 und 6 Tage alten 
Embyonalfemur nach 20 Tagen Kultur; aber Verf. konnte 6.5 
Tage alte Hiihnerembryonalfemuren bereits nach 4 tagiger Kultur 
verkalken lassen. 


Experiment 2. Uber den Einfluss der Wasserstoffionen- 
Konzentration. 

Verf. setzte den Bestandteilen des Grundnahrbodens 0.5 ccm 
M/50 Phosphatpuffer zu und stellte verschiedene pH 5.9-8.05 her. 
Darauf legte er die Embryonalfemuren, und nach 4 tagiger Kultur 
mass er ihre Linge und untersuchte nach der Kossaschen 
Methode ibre Verkalkung. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle II zusammengestellt. Wie man 


TABELLE IT, 
Liinge d. Femur| _L@ngen- Lpages; 
pH 4. Nahr- |* 6.5, Page aiken) Foc wae | hoe wack 
bodens Phares bg tagiger Kult.| 4 tagiger Kult. ‘Verkaienng 
(Mittelwerte) (Mittelwerte) busses 
5.9 0.65 1.06 _ 
6.2 0.71 1.08 - 
6.4 0.82 1.22 - 
6.6 0.85 1.30 = 
6.8 0.90 1.35 — 
7.0 0.93 1.43 + 
(5 Fille von 10.) 
7.2 1.04 1.52 aa 
(alle 10 Fille) 
7.4 0.92 1.45 ‘aie 
(6 Fille von 10.) 
7.8 0.90 1.36 _ 
8.05 0.83 1.23 i -_ 
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Fig. 1. 


| 5.9 6.2 6.4 6.6 6.8 70 V2 7.4 78 8.05 
pH 


aus Tabelle II und Fig. 1 ersieht, waichst die Femur des Hiihner- 
embryos in der Nahe der pH 7.2 des Nahrbodens am besten, und 
nach 2 und 4 tagiger Kultur nimmt die Lange in der Mitte etwa 
1mm und 1.50mm zu. Auch kommt die Verkalkung am starksten 
bei pH 7.2 vor. Beiderseits dieses optimalen Punktes wurden das 
Wachstum und die Verkalkung abgeschwicht, und zwar die letztere 
intensiver als das Vordere, weil die Verkalkung nur auf dem Gebiet 
von pH 7,0 bis zum 7.4. stattfand, wahrend das Wachstum in 
breitem Umfang, némlich zwischen pH 5.9-8.0 noch gut beobachtet 
werden konnte. Daraus konnen wir schliessen, dass das Wachstum 
der Knochengewebe gegen Saure resistenter ist als die Verkalkung. 
Bei weiteren Untersuchungen hat der Verf. immer die pH des 
Nahrbodens zu 7.2 adjustiert und zu seinem Vorteil als ‘‘Standard- 
Nahrboden’’, bezeichnet. 


Experiment 3. Uber den Einfluss des Zuckers. 


Es ist schon lange bekannt, dass mit Zucker iiberfiitterte Tiere 
an Rachitis leiden. Freudenberg und Welcker (1926) 
schreiben, dass die glycolytische Kraft des rachitischen Gewebes 
sich vermindert, und Brehme (1927) berichtet, dass der Milch- 
sdurespiegel des Blutes beim rachitischen Kind sich senkt. In den 
letzten Jahren beobachtete Baba (1930) unter Leitung von 
Katase, dass mit Rohrzucker, Starke und Butter gefiitterte 
Kaninchen an Acidosis mit schlechtem Knochenwachstum 
erkrankten. Meyer (1932) hat Untersuchungen in vitro iiber 
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den Hinfiuss des Zuckers auf rachitische Knochen angestellt. Er 
ist zu dem Schluss gekommen, dass Traubenzucker oberhalb 
20 mg% auf die Verkalkung stark hemmend wirkt. Daraus folgt, 
dass Traubenzucker in viel kleinerer Menge als der Bluttrauben- 
zucker die Verkalkung hemmt. Verf. wiederholte dieses Experi- 
ment von Meyer, um noch eingehender zu studieren, wie die 
Hemmung dureh Zucker mit der Acidosis des Nahrbodens 
zusammenhingt. 

Die Bestandteile des sog. Standardnahrbodens wurden je mit 
0.5ceem 0.8 %iger Losung der zu untersuchenden Substanz 
gemischt; daraus ergibt sich die Endkonzentration 0.2%. Auf 
diesem Ndahrboden, kultivierte Verf. 6.5 Tage alte Embryonal- 
femuren. 

0.5 cem aq. dest. oder Ringersche Lisung wurde als Kontrolle 
an Stelle des Zuckers angesetzt. Verf. verglich die folgenden 
Versuchsergebnisse mit den Resultaten der Kontrollversuche. 

Wie man aus Tabelle III sieht, findet eine starke Verkalkung 
und gutes Wachstum in den Kontrollversuchen statt, und Glucose 
und Fructose hemmen die Verkalkung starker als der Rohrzucker. 
Die Reihenfolge fiir den Grade der Langenzunahme der Femur ist 
Traubenzucker, Rohrzucker, Fructose. 

Als Hexosephosphat benutzte Verf. Hexosediphosphorsaures 
Calcium und Hexosediphosphorsaures Natrium. Da das erste Salz 
schwer wasserloslich ist, gebrauchte Verf. es als Suspension. Die 
Verkalkung trat viel starker auf als bei den Kontrollversuchen. 
Auch das Wachstum wurde etwas beférdert. Aber beim Zusatz 
von Co-Ferment mit Candiolin wurden beide Vorgange stark 
verzogert. Das Co-Ferment allein tibte nur eine schwache 
Hemmung auf das Wachstum aber keine auf die Verkalkung aus. 
Co-Ferment wurde von Yamamoto und Inoue (1934) in diesem 
Institut aus Schweine-Herzmuskel nach Szent Gyorgy (1932) 
dargestellt. Yamamoto bemerkte, dass Candiolin und Milchsaure 
durch die Dehydrogenase nur bei Vorhandensein von 0.1% tigem 
Co-Ferment sehr schnell oxydiert wurden. Bei meinem Versuch 
durch Zusatz des Co-Fermentes mit Candiolin wurde die End- 
konzentration des letzten auf 0.2% und die des Co-Fermentes auf 


Wachstum und Verkalkung des Knochens. 


TABELLE III, 
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Zugesezte 
Stoffe 


Rohrzucker 
Glukose 
Fructose 


Candiolin 


Hexosedi- 
phos. saures 
Natrium 


Milechsaure 
Natrium 


Brenz- 
trauben- 
sdure 
Natrium 
Co-Ferment 


Co-Ferment 


Candiolin 
po i 


Co-Ferment 
Milchsaure 
+ 
Co-Ferment 
Candiolin 
+ 
aq. dest. 


Milchsdure 
+ 
aq. dest. 


Casein 
Phospho- 
pepton 


Dipeptid- 
phosp. 
saures Ba. 


Endkonzentr 
d. Zusatzstoffe 
(%) 


0.1 
0.2 
0.2 


0.1 
0.2 


0.1 
0.2 


0.25 (ee) 
0.2 


0.25 (ee) 
0.2 


0.2 


0.2 


d. 6.5 Tage alten 
(mm) 
(Mittelwerte) 


Lange d. Femur 
Hiihnerembryos 


Langenzunahme 
d. Femur nach 2 
tagiger Kult. 
(mm) 
(Mittelwerte) 


—_——$—<—_— | mum  qx— 


0.60 


Langenzunahme 


d. Femur nach 4 
tigiger Kult. 
(mm) 
(Mittelwerte) 


1.52 


Verkalkung 


+ 
(4 Falle von 8) 
(1 Fall von 8) 
(1 Fall von 8) 
++ 
(alle 10 Falle) 


++ 

(alle 10 Falle) 
+ 

(6 Falle von 8) 


+ 
(alle 8 Falle) 


oe 
(4 Falle von 8) 


+ 
(3 Falle von 8) 


+ 
(2 Falle von 8) 


+ 
(alle 10 Falle) 


te 

(5 Falle von 8) 
oh 

(6 Falle von 8) 


+ 
(alle 8 Falle) 


+ 
(alle 8 Falle) 


44 M. Yoshitomi: 


Cystin 0.2 2.55 0.68 1.08 \6 waredn 8) 
Tryptophan| 0.2 2.63 0.78 1.07 (alle ae 
eer a ++ 
Lecithin 0.2 2.60 0.85 1.44 (alle 8 Falle) 

fF 
Lebertran 0.2 2.54 0.83 1.26 (alle 8 Falle) 
Kont. 1 2 ts 
(ad. dest.) 0.5 ee. 2.57 0.86 1.10 (alle 10 Falle) 
Kont. IT . A + 
(Ringer 0.5 ce. 2.60 1.0 1.50 
Lanie) (alle 10 Falle) 


0.1% gebracht. Beim Kontrollversuch setzte man statt des Co- 
Fermentes die gleiche Menge Wasser zu. 

Weiter untersuchte Verf. die Wirkung der Milchsdure und 
Brenztraubensdure, d.h. der Spaltungsprodukte des Trauben- 
zuckers auf Verkalkung und Wachstum, um die hemmende 
Wirkung des Traubenzuckers klar zu stellen. Beim Zusatz von 
beiden, mit NaOH neutralisierten Saduren findet die Verkalkung, 
wenn auch schwacher als beim Kontrollversuch, statt, und die 
Femur wichst relativ gut. 

Die oben geschilderten Resultate iiber den Einfluss des 
Traubenzuckers, Hexosephosphates und der Milchsaure auf die 
Verkalkung stimmen gut mit denen Meyer’s (1932) tiberein; man 
kann daher sagen, dass Traubenzucker und Fructose auf die 
Verkalkung hemmend wirken, dass aber Hexosephosphat, sie im 
Gegenteil fordert. Aus den Ergebnissen ist ferner zu ersehen, dass 
Milchséure-Natrium, Brenztraubensaure-Natrium und Co-Ferment 
auf die Verkalkung nicht so grossen Hinfluss haben. Mey er(1932) 
erklart die fordernde Wirkung des Hexosephosphates nach 
Robison durch die grosse Knochenphosphataseaktivitat der 
rachitischen Epiphysenknorpel und die dadurch entstehende 
Spaltung des Candiolin und folgert daraus, dass durch Zusatz von 
Candiolin die Konzentration des Calciumphosphates in der 
Gewebsfltissigkeit des Kmochens sich erhéht. Robison (1929) 

weist nach, dass die Femur des 6 tagigen Hiihnerembryos nach drei 
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Tagen Kultur in vitro in kleinen Menge Phosphatase hat, und dass 
mit dem Wachstum sich ihre Aktivitat steigert. Daher erkliart sich 
Verf. in seinen Fallen die fordernde Wirkung des Hexosephos- 
phates durch die Knochen Phosphatase-Mitwirkung, wenn auch ein 
Teil des Hexosephosphates durch die Dehydrogenase gespalten 
wird; dariiber soll spaéter berichtet werden. Aus Meyer’s und 
Verfasser’s Versuchen lasst sich also experimentell nachweisen, 
dass das Hexosephosphat zu der Verkalkung in innigem Verhiltnis 
steht. 

Meyer (1932) schliesst aus seinen Experimenten, weil einer- 
seits die Monobromessigsaure die Verkalkung nicht, wohl aber die 
Spaltung des Traubenzuckers hemmt, und weil anderseits, wenn 
ihr Traubenzucker zugesetzt wird, die hemmende Wirkung des 
Traubenzuckers ganz verschwindet, dass die hemmende Wirkung 
des Traubenzuckers nur durch die Sdurewirkung des Trauben- 
zucker-Spaltungsproduktes hervorgerufen wird. Aber Robison 
und Martland(1927) weisen nach, dass die Knochen-Phosphatase 
ebenso wie andere Fermente, synthetisch wirken, wenn die Héhe 
der Konzentration des anorganischen Phosphates, des Trauben- 
zuckers oder der Fructose gross ist. Aber im Bereich der Kon- 
zentrationen, die in Meyer’schen und auch in Verfasser’s Experi- 
menten betroffen werden, kann solche synthetische Wirkung von 
Phosphatase wohl ausgeschlossen werden. Daher wird die 
hemmende Wirkung von Traubenzucker nur der Sdurebildung 
zugeschrieben, obwohl in Verf.’s Versuch Milchsdéure und Brenz- 
traubensaure, wenn sie neutralisiert worden sind, die Verkalkung 
nicht hemmen. Fiir diese Annahme sind Verfasser’s Versuche 
mit Co-Fermentzusatz bedeutungsvoll, denn das Co-Ferment selbst 
hemmt die Verkalkung nicht, aber mit Candiolin, welches die 
Verkalkung fordert, verhindert es jede Verkalkung; Co-Ferment 
aktiviert die anaerobe Glycolyse, so dass die Milchsiurebildung 
beférdert wird, die die Verkalkung hemmt. Dass im Knorpel 
keine Verkalkung vorkommt, erklirt Robison (1933) durch die 
schwache Aktivitat der Phosphatase des Knorpels, aber diese 
Ansicht kann nicht geniigen. Aus Kuwabara’s Arbeit kann man 
vermuten, dass die Dehydrogenase des Knorpels und des jungen 
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Knochens, ebenso wie die Phosphatase in inniger Beziehung zur 
Verkalkung stehen muss. 

Verfasser’s Versuche dem Niahrboden, gleichzeitig Co-Fer- 
ment und Candiolin zuzusetzen, bestétigen in der Tat, dass beim 
zu verkalkenden Knorpel keine Verkalkung einsetzt, wenn die 
Aktivitét der Dehydrogenase stark ist. Daraus schliesst Verf., 
dass das Fehlen der Verkalkung im Knorpel auf der starken 
Aktivitiét der Dehydrogenase im Knorpel, auf der schwachen 
Aktivitét der Phosphatase beruht und darauf, dass Hexosephosphat 
hauptsachlich bei der anaeroben Glycolyse angewendet wird, und 
ferner, dass seine sauren Abbaustoffe die Verkalkung hemmen. 

Klinisch treffen wir ein sehr interssantes Bild bei der Callus- 
bildung nach Knochenbruch. Nach Kuwabara zeigte sich die 
Aktivitat der Phosphatase und der Candiolindehydrogenase am 
starksten in der dritten Periode, in der lebhafte Callusbildung 
stattfindet, und auch die Blutgefassinnervation sehr reichlich 
vorkommt. Natiirlich liefert hier die Dehydrogenase die 
Wachstumsenergie. Aber demzufolge entsteht Milchsdure, die auf 
die Verkalkung schddlich einwirkt; vielleicht dient die reiche Blut- 
versorgung zum Transport oder zur Neutralisierung der ent- 
standenen Sdure. 

Das Lingenwachstum der Femur ist beim Kontrollversuch II 
(bei Zusatz von Ringerscher Loésung) stirker als beim Kontroll- 
versuch I (mit aq. dest.). Dies stimmt gut mit den Ergebnissen 
der Gebewskulturen tiberein, bei denen der Embryosaft haufiger 
mit Ringerscher Losung als mit aq. dest. gebraucht wird. Wie 
schon erwahnt, wachst die Femur relativ gut durch Kulturen in 
vitro, denen oben genannte Stoffe zu den Bestandteilen des Nahr- 
bodens zugesetzt werden. Unter diesen verschiedenen Stoffen ist 
beim Zusatz von Traubenzucker, Rohrzucker, Milchsiure und 
Hexosephosphat der Grad des Femurwachstums grésser als beim 
Kontrollversuch I, aber schwacher als beim Kontrollversuch II, so 
dass es sehr wahrscheinlich ist, dass diese Stoffe das Wachstum 
des Femur etwas fordern. Fructose und Brenztraubensdure sind 
fast ohne Einfluss auf das Wachstum der Femur, und Co-Ferment 
oder Co-Ferment mit Candiolin hemmen das Wachstum stark. 
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Das ist so zu verstehen, dass die Sdureproduktion beim Zusatz 
von Traubenzucker so gross ist, dass die Hemmung der Verkalkung 
aber nicht des Wachstums herbeigefiihrt wird, weil, wie schon 
bestitigt, das Wachstum gegen Sdure viel resistenter ist als die 
Verkalkung. Aber die Mitwirkung von Candiolin und Co-Ferment 
produzierte schon genug Siure, um beide Vorginge zu verhindern. 


Experiment 4. Uber den Einfluss der Eiweisskérper 
und einiger Aminoséuren. 


Wie oben erwahnt, wirkt die Phosphorverbindung des Zuckers 
unter einer gewissen Bedingung auf Wachstum und Verkalkung 
giinstig, aber es gibt noch keine Forschung in vitro iiber die 
Wirkung der Phosphorverbindung des Hiweisses auf sie, obgleich 
neben den Untersuchungen tiber die eigentlichen Knochen- 
mineralien die Betrachtungen iiber die Rolle des Eiweisses beim 
Zustandekommen der Gewebsverkalkung von jeher im Mittelpunkt 
der Aufmerksamkeit der Untersucher standen. Deshalb unter- 
suchte Verf. die Wirkung des Casein als Vertreter dieser Stoffe 
und seiner Spaltungsprodukte (Phosphopepton und Dipeptidphos- 
phorsdure, welche Verf. nach Leven und Hill (1933) durch seine 
partielle Hydrolyse aus Casein darstellte) und die Wirkung des 
Tryptophan und Cystin auf Verkalkung und Wachstum, welche 
fiir die Ernaéhrung und das Wachstum der Animalien unentbehr- 
lich sind. 

Die Stoffe, die wie Casein und Cystin schwer wasserléslich 
sind, benutzte Verf. als Suspension und machte andere Unter- 
suchungsbedingungen, namlich die gleichen wie beim Zucker. 

Die Ergebnisse zeigt Tabelle III. Daraus ersieht man, dass 
der Wachstumsgrad der Femur beim Zusatz von Kasein, Phos- 
phopepton, Tryptophan und Cystin dem Kontrollversuch I fast 
gleicht, und dass es grosse Unterschiede zwischen dem Wachstums- 
grad des Femurs nach den ersten zwei Tagen und den zwei darauf 
folgenden im Gegensatz zu den Kontrollversuchen bei Zusatz dieser 
Stoffe mit Ausnahme von Tryptophan nicht gibt, auch sieht man 
daraus, dass der Wachstumsgrad beim Zusatz von Dipeptidphos- 
phorsdure viel gréser ist, als beim Kontrollversuch I, und dass er 
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mit dem beim Kontrollversuch 2 relativ gut iibereinstimmt. Daher 
kann man annehmen, dass sie das Wachstum der Knochen mehr als 
Casein, Phosphopepton, und Cystin fordert. 

Der Femur verkalkt jedenfalls, wenn auch nur schwach, bei 
Zusatz der 0.2%igen oben genannten Stoffe. Shipley, Kramer, 
und Howland (1926) berichten, dass das Eieralbumin die Verkal- 
kung hemmt. Bei Verfasser’s Versuchen aber, hemmt Casein die 
Verkalkung nicht. Hs enthalt zwar Phosphor, aber dass die Ver- 
kalkung beim Casein und seinen Spaltungsprodukten nicht 
besonders gefordert wird, kann man daraus verstehen, dass die 
Phosphorséure von Casein usw. durch Knochenphosphatase 
nicht abgespalten wird. Freudenberg und Gyorgy (1921) 
berichteten, dass Aminosiuren mit Peptide, Guanidin, Kreatin, 
Harnstoff usw. die Calciumbindung am Knorpelgewebe hemimen 
und den Korper vor der Verkalkung schiitzen, und dass das 
Zustandekommen der Verkalkung im Knochen daran liegt, dass der 
Knochen von diesen Stoffwechselprodukten nur wenig beeinflusst 
wird. Aber im Gegensatz zu diesen Autoren teilt Meyer (1932) 
mit, dass Aminosiuren die Verkalkung nicht hemmen, und dass 
Clycocol und Asparaginsaéure sie wahrscheinlich fordern. Auch 
in Verfasser’s Versuchen hemmt Tryptophan und Cystin die Ver- 
kalkung nicht. Freudenberg und Gydrgy (1921) benutzten 
grosse Mengen Aminosdure und toten Knorpel als Material. Im 
Vergleich zu diesen wird Verfasser’s Versuch “unter weit mehr 
physiologischen Bedingungen ausgefiihrt. Im Gegensatz zu den 
letztgenannten Autoren denkt sich Verf. daher, dass das Zustande- 
kommen der Verkalkung nur im Knochen dureh folgenden 
Mechanismus erkliart werden muss: Da die Aktivitét der Phos- 
phatase im Osteoidgewebe besonders stark ist, hydrolysiert das 
Ferment leicht den Phosphorséureester, und der von ihnen 
gespaltene Phosphor verbindet sich leicht mit Calcium in der 
Gewebsfliissigkeit; danach folgt die Verkalkung. In anderem 
Gewebe als Knochen aber wird Hexosephosphat hauptsichlich fiir 
Energie liefernde Prozesse durch anaerobe Glycolyse von Dehydro- 
genase gebraucht, weil im Knorpel und anderen Geweben die 
Aktivitit der Phosphatase schwach, und andrerseits die Dehydro- 
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genase stark ist. Daher findet in diesem Gewebe keine Verkalkung 
statt. 


Experiment 5. Uber den Einfluss des Lecithins. 


Es ist leicht denkbar, dass Lecithin fiir das Leben des Tieres 
notwendig ist, weil es in Milch und Eigelb, im Hirn, Blut, Nerven, 
in der Lymphe usw. enthalten ist. Glycerophosphat, das vom 
Lecithin durch Lecithitase, die in fast allen Geweben und auch im 
Blut enthalten ist, gespalten wird, wird durch Knochenphosphatase 
hydrolysiert. Daher ist es Verf. interessant, von dem Standpunkt 
aus, dass Knochenphosphatase und die durch sie gespaltene Phos- 
phorsiiure auf die Verkalkung eine grosse Rolle spielen, den Ein- 
fluss des Lecithins auf die Verkalkung zu untersuchen. Bisher 
gibt es auf diesem Gebiet nur von Meyer (1932) Forschungen in 
vitro. Deshalb prifte Verf. die Wirkung des Lecithins auf das 
Knochenwachstum und seine Verkalkung durch Kulturen in vitro. 
Verf. benutzte das Lecithin als Emulsion, die durch Zusatz von 
Wasser und gentigendes Schiitteln gebildet wurde und stellte 
andere Untersuchungsbedingungen, nimlich die gleichen wie beim 
Zucker. Wie aus den Ergebnissen der Tabelle III ersichtlich ist, 
hemmt das Lecithin bis zu 0.2% die Verkalkung nicht, sondern 
das verkalkte Gebiet ist sogar besonders breit, wie beim Hexose- 
phosphatzusatzversuch. Die Ergebnisse stimmen mit denen 
Meyer’s gut tiberein. Die fordernde Wirkung des Lecithins auf 
die Verkalkung wird vielleicht ahnlich wie beim Hexosephosphat 
dadurech erklart, dass die Phosphorséure von Lecithin durch Phos- 
phatase der Femur hydrolysiert wird. 

Femuren durch Kulturen mit Lecithinzusatz wachsen gut, und 
der Grad des Langenwachstums ist fast gleich wie beim Kontroll- 
versuch II. Dadurch ist bewiesen, dass das Lecithin das Knochen- 
wachstum fordert. 


Experiment 6. Uber den Einfluss der kiinstlichen 
Hohensonne. 
Die auf den Versuchen yon Mellanby (1919) und der 
Entdeckung von Huldschinskys (1919), dass Rachitis durch 
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Bestrahlung mit kiinstlicher Hoéhensonne heilbar ist, aufgebaute 
weitere Forschung fiihrten Hess und Windaus (1927) zur 
Entdeckung des bestrahlten Ergosterins als Rachitisschutzstoff. 
Schulzer (1927) berichtet, dass der Gehalt an Phosphor und 
Calcium im KO6rper sich nach Héhensonnenbestrahlung und auch 
nach Einnahme von Lebertran vermehrt. Aus dieser Ursache 
erklaren sich viele Autoren die fordernde Wirkung der Hohensonne 
auf die Verkalkung. Aber es ist noch unklar ob die photochemische 
Wirkung der Héhensonne die Aktivitét des verkalkenden Gewebes 
beeinflusst oder nicht. Fiir diese Forschung ist die Methode der 
Gewebskultur dem Verf. sehr vorteilhaft, weil sie einer Beriick- 
sichtigung der Retentionszunahme d. Calcium und Phosphor durch 
Bestrahlung entbehrt, da in deren Nahrboden konstante Mengen 
Caleium und Phosphor (organisch und anorganisch) enthalten 
sind. 


TABELLE IV. 
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Verkalkung 


(mm) 
(mm) 
(Mittelwerte) 


(Mittelwerte) 


Hohensonne| (Minuten) 


Lange d. Femur. 
d. 6.5 Tage alt. 
Hithnerembryos 
Langenzunahme 
d. Femur nach 
2 tigiger Kult. 
Langenzunahme 
d. Femur nach 
4 tagiger Kult. 


A. + 
2.62 0.91 1.35 (alle 8 Fille) 


++ 

(alle 8 Falle) 
+ 

2.54 0.206 0.46 (alle 8 Fille) 

(6 Falle von 8) 


Bestrahlung d. 
Femur. 


2.53 1.17 + 
(alle 8 Fille) 


Bestrahlung 
d. Nahrbodens. 


a) Ausschliessliche Bestrahlung der Femur vor seiner Kultur. 
Verf. bestrahlte Femur des 6.5 Tage alten Hiihnerembryos in 
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einer kleinen Schale mit wenig Ringerscher Lésung. Um der 
Warmewirkung vorzubeugen, wurde die kleine Schale in eine 
grosse, aq. dest. enthaltende eingelassen, und ein Bestrahlungs- 
abstand von 20cm. immer eingehalten. Er kultivierte Femur 
auf dem Standardnahrboden nach Bestrahlung von 5, 10, 20 und 
30 Min.. Die Ergebnisse zeigt Tabelle IV, aus der man ersieht, dass 
mit der Lange der Bestrahlung der Grad des Langenwachstums 
der Femur amnimmt: aber die Verkalkung findet noch nach 30 
Min. langer Bestrahlung statt, und bei 10 und 20 Min. langer 
Bestrahlung ist die Verkalkung viel starker als bei den nicht 
bestrahlten Fallen. . 

b) Ausschliessliche Bestrahlung des Standardnéhrbodens vor 
der Kultur. 

Verf. bestrahlte nur den Nahrboden in einer Schale von 4.0 cm 
Durchmesser 20 Min. lang. Darauf kultivierte er die Femur des 
6.5 Tage alten MHiihnerembryos. Die itibrigen Bestrahlungs- 
bedingungen gleichen denen im vorigen Versuch. Der Wachstums- 
grad der Femur ist viel grésser als bei nicht bestrahlten Fallen, 
und die Verkalkung findet auch deutlich statt. 

c) Kultur mit Lebertranzusatz. 

Verf. benutzte Lebertran als Emulsion, die er mit 0.1NV. NaOH 
und aq. dest. hergestellt hat. Die iibrigen Versuchsbedingungen 
gleichen denen bei Zusatz von Zucker und Hiweiss. Die man aus 
den Ergebnissen in Tabelle IV ersieht, nimmt die Femur nach 4 
tagiger Kultur 1.26mm zu und das Gebiet der Verkalkung ist 
grésser als bei den Kontrollversuchen. Wie oben erwahnt, wird 
die Verkalkung durch kiinstliche Hoéhensonnenbestrahlung und 
durch Lebertranzusatz auf jeden Fall stark befordert, obgleich die 
Phosphor- und Calciummenge (anorganisch und organisch) im 
Nahrboden immer konstant ist. Daher nimmt Verf. an, dass die 
Ursache nicht in der Vermehrung der Phosphates, sondern in 
irgend einer photochemischen Wirkung des Lichtes liegt. Dass das 
Wachstum der Femur in Kulturen in vitro durch zu starke Be- 
strahlung gehemmt wird, ist vielleicht auf die schadigende Wirkung 
der Strahlen auf das Gewebe, ahnich wie bei der Korperbestrahlung 
zurtickzufiihren. Lebertran enthalt Vitamin A und D. Vitamin 
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A férdert das Wachstum des Tieres, trotzdem ist der Grad des 
Langenwachstums der Femur durch Zusatz von Lebertran nur 
wenig grésser als beim Kontrollversuch 1, und schwicher als beim 
Kontrollversuch II und noch viel schwadcher als bei Bestrahlung 
des Nahrbodens. 


ScHLUss. 


Aus seinen oben beschriebenen Versuchen kommt Verf. zu 
folgendem Schluss: 

1. Die Femur des 6.5 Tage alten Hiihnerembryos durch 
Kulturen in vitro wachst und verkalkt gut. 

2. Die Optimale pH des Wachstums und der Verkalkung der 
Hiihnerembryonalfemur ist pH 7.2-7.4. 

3. Traubenzucker und Fructose hemmen die Verkalkung, 
aber Milchsdure- und Brenztraubensiurenatrium hemmen sie nicht. 
Traubenzucker, Rohrzucker und Milchsiéiure in geringem Grad 
fordern das Wachstum der Femur, aber Fructose und Brenztrau- 
bensaure haben keinen Einfluss auf das Wachstum. 

4. Co-Ferment hemmt das Wachstum der Femur des 
Hiuhnerembryos, aber deren Verkalkung hemmt es kaum. 

'§. Candiolin, hexosediphosphorsaures Natrium, férdert die 
Verkalkung stark und das Wachstum der Femur des Hiihner- 
embryos wenig. 

6. Wenn Candiolin und Co-Ferment zusammenwirken, wird 
das Wachstum stark gehemmt und Verkalkung findet iiberhaupt 
nicht statt. 

7. Der Einfluss des Casein und seiner Abbaustoffe, Trypto- 
phan und Cystin auf die Verkalkung und das Wachstum des 
Knochens ist nicht so deutlich; sondern nur Dipeptidphosphorsaure 
fordert das Wachstum. 

8. Lecithin fordert das Wachstum und die Verkalkung des 
Knochens. 

9. In Kulturen der Embryonalfemur in vitro wird die Ver- 
kalkung durch kiinstliche Hohensonnebestrahlung oder durch 
Zusatz von Lebertran geférdert. Kiinstliche Hoéhensonne hemmt 
das Wachstum bei direkter Bestrahlung der Femur, aber foérdert 
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es stark, wenn nur der Nahrboden bestrahlt wird. 

Lebertran fordert das Wachstum nur in geringem Grad. 

Zum Schluss ist es Verf. eine angenehme Pflicht, Herrn. Prof. 
Dr. K. Kodama und Herrn Prof. Dr. H. Akaiwa fiir die 
freundliche Leitung bei dieser Arbeit und giitige Durchsicht des 
Manuskriptes und fiir Anregung und vielfach giitigst gewahrte 
Unterstiitzung den herzlichsten Dank auszusprechen. 
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Abbildung und seine Erklirung: 


A. Femur des 6.5 Tage alten Hiihnerembryos. 
B. Femur nach 4 Tagen Kultur auf, vom Verf. sog., Grundnahrboden. 
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DIE Z.A.S. DER GALLENBLASENFISTELKANINCHEN 
UNTER EINFLUSS DES MILZEXTRAKTES 
UND DER GALLENSAURE. 


Von 


CHIKARA TATEISHI. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 11. September 1934) 


Es wurde schon erwahnt (1934), dass die Gallensiure und 
das Milzhormon im Kohlehydratstoffwechsel in inniger Beziehung 
zueinander stehen, indem die durch Splenektomie erhdhte Z.A.S. 
dureh Zufuhr von Cholsaure betrachtlich herabgesetzt wird, und 
dass der Ausfall der Milzfunktion eine Vagosympathicotonie im 
Kaninchenorganismus zur Folge hat. 

In vorliegender Untersuchung wird iiber die Z.A.S. bei 
Kaninchen, welchen unter Anlegung einer Gallenblasenfistel die 
Galle nach aussen abgeleitet wird, bei Zufuhr von Cholséure ohne 
oder mit Milzextrakt und bei einer solechen von Milzextrakt 
berichtet, um den Einfluss der Cholséure und des Milzextraktes 
auf die Zuckerassimilation bei Gallenverlust aus der Gallenfistel 
bei Kaninchen zu erkennen. 

Was den Kohlehydratstoffwechsel des Kaninchens bei eigenem 
Gallenverlust betrifft, so soll nach Okamura (1928) die Zucker- 
assimilation stark gestért werden, wobei infolge der vermehrten 
Adrenalinsekretion in der Nebenniere eine Hyperglykaemie eintritt, 
die durch Zufuhr von Cholséure wieder auf den normalen Wert 
gebracht wird. Dies wurde von Tanaka (1932) bei Hunden 
bewiesen. Nach ihm wird die durch Zuckerbelastung erzeugte 
Hyperglykamie und Glycosurie beim Hunde durch Gallenverlust 
aus der Gallenblasenfistel verstarkt und diese Verstarkung durch 
Zufuhr von Adrenalin weiter gefordert, durch eine solehe von 
Cholsadure aber betrachtlich herabgesetzt. 

Alles dies soll nach den beiden Autoren auf die Verminderung 
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der Gallensfiure und die Vermehrung der Adrenalinsekretion aus 
der Nebenniere zuriickgefiihrt werden kénnen. 

Infolgedessen ist es interessant, den Einfluss des Milzextraktes 
und der Cholsiure auf die Z.A.S. der eigene Galle aus der Fistel 
abgebenden Kaninchen zu untersuchen, damit die Beziehung 
zwischen den Funktionen der Milz und der Leber bzw. der dort 
gebildeten Cholséure klargestellt werden kann. 


EXXPERIMENTELLER TEIN. 


Kraftige gut erwachsene mannliche Kaninchen wurden in 4 
Gruppen geteilt und wenigstens eine Woche lang mit einer 
bestimmten Nahrung gefiittert. Dann wurde den Kaninchen die 
Gallenblasenfistel angelegt und die Tiere wurden unter Ableitung 
der Galle nach aussen 24 Stunden lang in Hunger gehalten. 

Zuerst wurde als Kontrolle den Kaninchen der ersten Gruppe 
2,0-2,5 g Traubenzucker pro Kilo in einer bestimmten Menge 
Wasser gelist, mittelst der Schlundsonde verabreicht und die Z.A.S. 
in tiblicher Weise bestimmt. 

Der zweiten Gruppe wurde 2,0—-2,7 g Traubenzucker pro Kilo 
per os und gleichzeitig 3 cem einer 1%igen Cholatlésung pro Kilo 
subkutan verabreicht, und der dritten 2,2-2,5g Traubenzucker 
pro Kilo in Losung per os, und gleichzeitig der Milzextrakt aus 
einer ganzen Kaninchenmilz subkutan gegeben. 

Der vierten wurde 2,2 g¢ Traubenzucker pro Kilo, in Lésung 
peroral, und dieselbe Menge Cholatlésung und Milzextrakt sub- 
kutan gegeben. Die Z.A.S. der Kaninchen dieser Gruppen wurde 
in der gleichen Weise ermittelt, wie in voriger Mitteilung angegeben 
wurde, und der Milzextrakt in der gleichen Weise wie vorher 
bereitet. 

Die Resultate sind in den Tabellen I-IV zusammengestellt. 


ERGEBNISSE. 

Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, betragt die Z.A.S. der 
eigene Galle abgebenden Kaninchen 0,25-0,33%, durchschnittlich 
0,28%, wobei der niichterne Blutzuckergehalt stark erhoht und 
die durch Zuckerbelastung erzeugte Hyperglycimie aufs neue 
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gesteigert wird. 

Die Z.A.S. des normalen Kaninchens betrigt 0,22-0,29%, 
durchschnittlich 0,26%, wie schon in der ersten Mitteilung (1934) 
angegeben worden ist. 

Die Z.A.S. bei Kaninchen wird also durch den tiereigenen 
Gallenverlust betrachtlich gesteigert. 

Diese durch Gallenverlust gesteigerte Z.A.S. wird durch 
Zufuhr von Cholsdure stark herabgesetzt, wobei die Z.A.S. 0,21- 
0,27%, durchschnittlich 0,23%, betragt, wie aus der Tabelle II zu 
ersehen ist. 

Dies weist darauf hin, dass die durch Gallenverlust gestorte 
Zuckerassimilation hauptsachlich auf dem Gallensiureverlust im 
Organismus beruhen mag, wie schon Tanaka(1932) behauptet hat. 

Die durch Gallenverlust erhéhte Z.A.S. bei Kaninchen wird 
dureh Zufuhr von Milzextrakt herabgesetzt. Hierbei betragt die 
Z.A.S. 0,20-0,26% durehsehnittlich 0,23%, wie aus der Tabelle III 
ersichtlich ist. 

Nach Tabelle IV betragt die Z.A.S. der eigene Galle abgeben- 
den Kaninchen bei Zufuhr von Cholséure und Milzextrakt 0,20- 
0,24%, durehsehnittlich 0,22%. 

Die durch Gallenverlust erhéhte Z.A.S. bei Kaninchen wird 
also durch Zufuhr von beiden Substanzen zusammen etwas mehr 
herabgesetzt als bei Zufuhr von je einer allein. 

Aus den Daten geht hervor, dass die Cholsaure und der Milz- 
extrakt die Zuckerassimilation in gleicher Weise fordern, wie auch 
Fuziwara es (1932/33) behauptet hat. 

Nach Tanaka (1933) soll die durch Splenektomie vermehrte 
Gallenséure in der Galle durch Zufuhr von Milzextrakt oder 
Atropin wieder auf die Norm gebracht werden. Somit scheint mir, 
dass durch Zufuhr von Milzextrakt der Gallensdiureverlust aus der 
Gallenblasenfistel verhindert wird, was eine durch die im 
Organismus zurtickgebliebene Gallensiure gesteigerte Zuckeras- 
similation zur Folge hat, indem die durch Gallenverlust erhdhte 
Z.A.S. durch Milzextrakt wieder auf die Norm zuriickgebracht 
wird. Dies spricht fiir die Tatsache, dass die durch Gallenverlust 
erhohte Z.A.S. durch Zufuhr von Cholsiure und Milzextrakt 
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zusammen nicht merklicher herabgesetzt wird als bei Zufuhr von 
je einem von beiden. 

Es lasst sich also wohl der Schluss ziehen, dass die durch 
Gallenverlust gestérte Zuckerassimilation auf einer Verminderung 
der Gallenséure im Organismus beruht. Somit wird diese Storung 
durch Ersetzen der Gallenséure oder durch Zuriickhalten der 
Gallensdure im Organismus mittelst Milzextrakt wieder aufgehoben. 

Die Zuckerassimilation in der Leber ist also mit der Funktion 
der Milz eng verkniipft, indem die letztere durch Hormonwirkung 
die Funktion der Leber im Kohlehydratstoffwechsel beherrscht. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Z.A.S. des Kaninchens wird durch Gallenverlust aus 
der Gallenblasenfistel erhoht. 

2. Die durch Gallenverlust erhéhte Z.A.S. des eine Gallens- 
blasenfistel tragenden Kaninchens wird durch Zufuhr von Chol- 
sdure sowie von Milzextrakt in der gleichen Weise auf die Norm 
zurickgebracht, und durch die Zufuhr von beiden zusammen noch 
etwas mehr herabgesetzt. 
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DIE ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCHWELLE DER 
SPLENEKTOMIERTEN KANINCHEN UNTER 
DEM EINFLUSS VON LEBER- UND 
MILZEXTRAKT. 


VON 


CHIKARA TATEISHI. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 11. September 1934) 


In der vorigen Mitteilung (1934) wurde berichtet, dass die 
Z.A.S. beim Kaninchen durch Splenektomie stark gesteigert und 
diese Steigerung durch die Zufuhr von eigenem Milzextrakt oder 
durch die von Cholséure wieder herabgesetzt wird. 

Dabei habe ich behauptet, dass Milz und Leber zu dem Kohle- 
hydratstoffwechsel in inniger Beziehung stehen, von denen die 
letztere bekanntlich die Gallensdure bildet. | 

So hat Tanaka (1933) experimentell am Hunde bewiesen, 
dass die Sekretion der Galle und die Gallensdureausscheidung in 
der Galle durch Splenektomie vermehrt, und dass diese Vermehrung 
durch die Zufuhr von Milzextrakt oder durch die von Atropin 
wieder herabgesetzt wird, was fiir die Vagotonie der Leber spricht. 

Nach der Untersuchung von Eda (1927) soll bei Vagotonie 
die Z.A.S. des Kaninchens betrachtlich erhoht werden, wobei die 
Zuckerassimilation bei dem Tiere herabgesetzt wird. 

Somit diirfte die durch Splenektomie erhéhte Z.A.S. zum Teil 
auf die Vagotonie der Leber zuriickgefiihrt werden. Der Leber- 
extrakt muss nattirlich Gallensiure oder ihre Vorstufe enthalten, 
welch erstere nach Tsuji (1930) u. Sekitoo (1930) auf den 
Sympathicus lihmend und auf den Vagus reizend einwirken soll. 

So diirfte der Leberextrakt eine der Cholsdiure ahnliche 
Wirkung auf die vegetative Nervenfunktion haben. 

Nach den Untersuchungen von Richardet (1925) und 
Beyeler (1926) hat der Leberextrakt eine hormonale regulierende 
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Wirkung auf die Herztatigkeit, indem die Wirkung des Acetyl- 
eholin auf das Herz durch den Leberextrakt je nach seiner Menge 
beschleunigt oder herabgesetzt werden soll. Dass Acetylcholin auf 
den Vagus reizend wirkt, ist bekannt. Jene Wirkung der Chol- 
siure auf das Herz wurde schon von Hosokawa (1927) bewiesen. 
So muss der Hinfluss des Leberextraktes auf die Kohle- 
hydratassimilation je nach seiner Menge verschieden sein. 

Was die Wirkung des Leberextraktes auf die Kohlenhydratas- 
similation betrifft, so wurde von Gilbert u. Carnot (1898) 
berichtet, dass der Leberextrakt die alimentaire und durch Piqure 
erzeugte Glycosurie herabsetzt, indem er die Glycogenie der Leber 
fordert, wahrend nach Oda (1928/29) der Leberextrakt bei 
Kaninchen keine hypoglyciimische Wirkung zeigt. 

In obenerwéhntem Sinne habe ich den Hinfluss des Extraktes 
von Leber und Milz auf die Z.A.S. des Kaninchens untersucht, 
einerseits um festzustellen, ob der lLeberextrakt auch eine 
hormonale Wirkung auf den Kohlenhydratstoffwechsel haben kann, 
andrerseits um die Beziehung zwischen den Funktionen der Leber 
und Milz im Kohlehydratstoffwechsel klarzustellen. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 

Die Z.A.S, des normalen Kaninchens, das wenigstens eine 
Woche lang mit einer bestimmten Menge von Okara gefiittert 
worden war, wurde zuerst nach Sakaguchi festgestellt. Dann 
wurde das Tier nach Herausnahme der Milz 3-6 Tage lang mit 
der gleichen Nahrung gefiittert und dann wieder die Z.A.S. dieses 
Kaninchens in der gleichen Weise bestimmt. 

Dabei wurde den Kaninchen 10cem einer 10-30% igen 
Glucoselésung pro Kilo mittelst Schlundsonde per os verabreicht 
und zugleich der ganze Leberextrakt aus einer Kaninchenleber 
oder die Halfte desselben subkutan gegeben. Andrerseits wurde 
den Kaninchen gleich nach der Zufuhr der Glucoselisung die 
Halfte des ganzen Leberextraktes und der ganze Milzextrakt aus 
einer Milz subkutan verabreicht. 

Bei der Feststellung der Z.A.S: wurde der Blutzuckergehalt 
nach Hagedorn-Jensen und der Harnzuckergehalt nach 
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Bertrand bestimmt. 

Der Leberextrakt wurde in genau der gleichen Weise wie der 
Milzextrakt bereitet, dessen Zubereitung in der vorigen Mitteilung 
angegeben wurde. 

Die Resultate sind in den Versuchen I—-X zusammengestellt. 

Wie aus den Versuchen I-X ersichtlich ist, betraigt die Z.A.S. 
der 10 normalen Kaninchen 0,23-0,28%, wihrend die Z.A.S. dieser 
Kaninchen durch Splenektomie betrachtlich erhoht ist. Sie betragt 
am 4-27. Tage nach der Splenektomie 0,24—-0,31%, ist allerdings 
bei den einzelnen Kaninchen individuell etwas verschieden. 

Die Z.A.S. wird bei Zufuhr von einem ganzen Leberextrakt 
mit 0,28-0,32% und bei der von einer Hilfte des ganzen Leberex- 
traktes mit 0,24-0.26% gezeigt. Die Z.A.S. des splenektomierten 
Kaninechens wird also durch Zufuhr eines ganzen Leberextraktes 
erhoht, dagegen durch die der Halfte desselben stark herabgesetzt. 
Diese Herabsetzung wird dureh Mitzufuhr der Halfte eines 
Leberextraktes und eines ganzen Milzextraktes weiter verstarkt, 
wobei die Z.A.S. 0,22-0,26% betriet. 

Die Z.A.S. des splenektomierten Kaninchens wird durch eine 
kleinere Menge Leberextrakt ohne Ausnahme wieder zur Norm 
gebracht und durch weitere Mitzufuhr von Milzextrakt unter die 
Norm herabgesetzt. 

Aus diesem Ergebnisse geht hervor, dass im Leber- sowie Milz- 
extrakt eine die Zuckerassimilation fordernde Substanz enthalten 
ist, und dass dureh eine grodssere Menge Lebersubstanz die Zucker- 
assimilation jedoch herabgesetzt wird. 

Obwohl das Wesen dieser die Zuckerassimilation férdernden 
Substanz noch unbekannt ist, scheint sie mir doch eine Gallensaure 
oder deren Vorstufe zu sein, weil eine adequate Menge von Gallen- 
sdure die Glyeogenbildung fordert und die Z.A.S. herabsetzt, wie 
in der vorigen Mitteilung berichtet wurde, wahrend nach Tsu ji 
(1930) dureh eine gréssere Menge von Gallensiure eine Hyper- 
glycimie des Kaninchens herbeigefiihrt, nach Kuramoto (1934) 
dadurch die Glykogenie der Leber herabgesetzt und weiter nach 
Tanaka (1933) die Gallensiureausfuhr der Leber beim Hunde 
durch Splenektomie gesteigert wird, was alles auf eine herabgesetzte 
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Zuekerassimilation im Organismus hindeuten sollte. 

Der Einfluss des Leberextraktes mit Milzextrakt auf die Z.A.S. 
ist fusserst &hnlich dem des Milzextraktes mit Cholsiure, die in 
der Leber gebildet wird. Die den Kohlehydratstoffwechsel beein- 
flussende Substanz der Leber steht also zu der Gallensdure in 
inniger Beziehung, und die Wirkung der Lebersubstanz bei der 
Zuckerassimilation wird durch die Funktion der Milz stark beein- 
flusst. 


ZUSAMMENFASSUNG 


1. Die gesteigerte Z.A.S. des splenektomierten Kaninchens 
wird durch Zufuhr einer kleineren Menge von Leberextrakt auf die 
Norm herabgesetzt, dagegen durch die einer griésseren Menge 
erhoht. 

2. Die gesteigerte Z.A.S. des splenektomierten Kaninchens 
wird durch Zufuhr einer kleineren Menge von Leberextrakt mit 
Milzextrakt entweder auf die Norm oder unter die Norm herab- 
gesetzt. 
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DIE ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCHWELLE UNTER 
DEM EINFLUSS DER FRAKTION AUS 
LEBEREXTRAKT. 


Von 


CHIKARA TATEHISHI. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 11. September 1934) 


In der vorigen Mitteilung (1935) habe ich berichtet, dass die 
erhéhte Z.A.S. des splenektomierten Kaninehens dureh Zufuhr 
einer kleineren Menge von Leberextrakt herabgesetzt, dagegen 
durch die einer grésseren Menge erhoht wird, wahrend sie durch 
Zufuhr einer kleineren Menge von Leberextrakt mit Milzextrakt 
unter die Norm herabgesetzt wird. 

Dabei habe ich die Ansicht ausgesprochen, dass die die Z.A.S. 
herabsetzende Lebersubstanz etwas der Gallenséure oder ihrer 
Vorstufe Ahnliches sei. In diesem fiir die Zuckerassimilation wirk- 
samen lLeberextrakt miissen viele verschiedene Stoffwechsel- 
produkte, wie Purinbasen, Hexonbasen, Kreatin, Aminosauren 
usw. enthalten sein. Es ist schon bekannt, dass der Purinkoérper 
unter Reizung der sympathischen Nerven die Wirkung des 
Adrenalin verstarkt, wie es auch von Backmann (1928) u. 
Abderhalden u. Gellhorn (1924) bewiesen wurde. Nach 
Brodd (1925) wird die den Sympathicus reizende Wirkung des 
Adrenalin dureh Kreatin und Arginin verstirkt, wahrend nach 
Faweett (1916) der Leberextrakt gegen Adrenalin antagonistisch 
wirkt. 

In diesem Sinne habe ich den Extraktivstoff im Leberextrakt 
in Basen- und Aminosdurefraktionen zerlegt und ihren Einfluss 
auf die Z.A.S. des normalen und splenektomierten Kaninechens 
untersucht, um das Wesen der die durch Splenektomie erhdéhte 
Z.A.S. herabsetzenden Wirkung des Leberextraktes klarzustellen. 
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EXXPERIMENTELLER TEIUL. 


Der eiweissfreie Leberextrakt wurde in 5%iger schwefelsaurer 
Loésung durch Phosphorwolframsaurelosung gefallt. Diese Fallung 
wurde durch Baryt von Phosphorwolframséure u. Schwefelsdure, 
dureh Kohlensiure von Baryt befreit. Durch EKinengen im Vakuum 
wurde eine schwach gelbliche Lésung erhalten, die als Basenfrak- 
tion bezeichnet wurde. Aus der von der Basenfillung abfiltrierten 
Lésung wurde in gleicherweise unter Befreiung von Phosphor- 
wolframséiure u. Schwefelsiure und durch Einengen im Vakuum 
eine schwach gelbliche Lésung erhalten, die als Aminosdurefraktion 
bezeichnet wurde. Das bei der Entfernung der Schwefelsiure 
benutzte Baryt in der Fraktion wurde zuerst durch Schwefelsadure 
wieder angesduert, dann wurde diese Schwefelséure mit frisch 
bereitetem Calciumoxyd entfernt, um das als Baryumbicarbonat in 
Lésung gebliebene Baryum vollstindig zu beseitigen. 

Aus einer Kaninchenleber wurde auf diese Weise eine Basen- 
und eine Aminoséurefraktion erhalten. Jede Fraktion wurde auf 
einmal einem Kaninechen subkutan verabreicht. Der Trauben- 
zucker: 2,0 g in 50 cem Wasser pro Kilo, wurde mittelst Schlund- 
sonde per os gegeben. Der Zuckergehalt des Harns u. Blutes wurde 
in genau der gleichen Weise wie vorher bestimmt. 

2-3 Tage nach der Feststellung der Z.A.S. des normalen 
Kaninchens wurde gleich nach der peroralen Zufuhr von Zucker 
die Lésung der Basen- oder Aminosaurefraktion subkutan injiziert 
und die Z.A.S. bestimmt. 

Diesen Kaninchen wurde die Milz entnommen und 4-6 Tage 
nach der Splenektomie wurde unter Zufuhr von Zucker und Basen- 
oder Aminosaurefraktion aus Leberextrakt die Z.A.S. in genau der 
gleicheri Weise wie vorher bestimmt. 


1. Versuch bet normalen Kaninchen. 


Aus den Tabellen I-VII lasst sich ersehen, dass die Z.A.S. des 
normalen Kaninchens 0,23-0,28% betragt, wahrend die Z.A.S. bei 
Zufuhr von Basenfraktion mit 0,25-0,32% gezeigt wird, und zwar 
wird sie gegeniiber der Kontrolle in nur 2 unter 5 Fallen erhoht. 

Bei Zufuhr von Aminosdurefraktion betrigt die Z.A.S. des 
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normalen Kaninchens 0,24-0,29%. In diesem Falle wird Z.A.S. 
im allgemeinen etwas herabgesetzt, da sie in 4 Fallen unter 5 Ver- 
suchen einen kleineren Wert zeigt. Die Basenfraktion hat also 
eine Neigung, die Z.A.S. zu erhdhen, die Aminosdurefraktion 
dagegen eine solehe, den Schwellenwert herabzusetzen. Der Ein- 
fluss der beiden Fraktionen auf die Z.A.S. tritt bei normalen 
Kaninchen nicht deutlich auf. 


2. Versuch bet splenektomierten Kaninchen. 


4-25 Tage nach der Splenektomie ist die Z.A.S. im Verglich 
zu der des normalen Kaninchens erhéht, und zwar betragt sie 0,25— 
0,30%, wie aus den Tabellen I-VII ersichtlich ist. 

Bei Zufuhr von Basenfraktion aus Leberextrakt betrigt die 
Z.A.S. des splenektomierten Kaninchen 0,27-0,31%. Sie wird in 
5 Fallen unter 7 Versuchen im Vergleich zu der bei Zufuhr von 
Zucker allein erhoht und in 2 Fallen nicht beeinflusst, wie in den 
Tabellen I-VII gezeigt wird. 

Die Z.A.S. des splenektomierten Kaninchens betragt bei Zufubr 
von Aminosaurefraktion 0,21—0,28% und zwar wird sie durch diese 
ohne Ausnahme herabgesetzt. 

In der Aminosaéurefraktion aus Leberextrakt ist also eine die 
Z.A.S. des splenektomierten Kaninchens herabsetzende Substanz 
enthalten, in der Basenfraktion dagegen eine die Z.A.S. erhéhende 
Substanz vorhanden, die, den Sympathicus ebenso wie das 
Adrenalin reizend, die Z.A.S. zu erhodhen scheint. Das haben auch 
schon Abderhalden u. Gellhorn (1924) und Brodd (1925) 
beim Leberextrakt beobachtet. 

Die durch Zufuhr einer grésseren Menge von Leberextrakt 
erhéhte Z.A.S. des splenektomierten Kaninchens beruht also 
héchstwahrscheinlich auf der in der Basenfraktion enthaltenen Sub- 
stanz, worauf hinweist, dass die Z.A.S. des splenektomierten 
Kaninehens durch Zufuhr des ganzen Extraktes aus einer Leber, 
der von den durch Phosphorwolframsdure fallbaren Basen befreit 
wurde, nicht erhdht, sondern betrachtlich herabgesetzt wird. 

Zwar ist die die Zuckerassimilation fdrdernde, die Z.A.S. 
herabsetzende Substanz in der Aminosdurefraktion aus dem Leber- 
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extrakt durch diesen Versuch nicht erkennbar, es ist jedoch aus- 
geschlossen, dass die gesuchte Substanz eine der wohlbekannten 
Aminosiuren sein kann. Sie ist wahrscheinlich ein dem Insulin 
ahnlicher Stoff oder eine der Gallensiiure ahnliche Substanz, wie 
Nothmann (1925) in dem Leberextrakt einen dem _ Insulin 
ahnlichen Stoff vermutet hat, weil nach Abderhalden u. 
Gellhorn (1924) sowohl die Basenfraktion als auch die Amino- 
siurenfraktion aus Leberextrakt auf den Sympathicus reizend ein- 
wirken soll. Beriicksichtigt man aber, dass die gesuchte Substanz 
in der Leber selbst gebildet werden muss, und dass die Wirkung 
des Leberextraktes derjenigen der Cholsdure auf die Z.A.S. des 
splenektomierten Kaninchens sehr ahnelt, so scheint mir die 
gesuchte Substanz in der Aminoséurefraktion eine Art von Gallen- 
siure zu sein. 

Dass ein Hinfluss der beiden Fraktionen aus, Leberextrakt auf 
die Z.A.S. des normalen Kaninchens nicht zustande kommt, beruht 
héchstwahrscheinlich auf der schwachen Wirkung auf die vegeta- 
tiven Nerven. So hat Oda (1928/29) keinen Einfluss des Leberex- 
traktes auf den Blutzuckergehalt bei Kaninchen beobachtet, und 
auch die Aminosaurefraktion aus Leberextrakt wirkt nicht auf die 
Z.A.S. des normalen Kaninchens, sondern nur auf die des erst 
durch Splenektomie vagosympathicotonierten Tieres ein. Hieriiber 
soll noch in der nachsten Mitteilung berichtet werden. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Aminoséurefraktion aus Leberextrakt von Kaninchen 
setzt die Z.A.S. des splenektomierten Kaninchens stark herab, 
wahrend die Basenfraktion aus demselben sie deutlich erhoht. 

2. Diese Wirkung der Basen- sowie Aminosiurefraktion aus 
Leberextrakt auf die Z.A.S. tritt bei normalen Kaninechen nicht 
deutlich auf. 
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DIE ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCHWELLE BEI 
SPLENEKTOMIERTEN KANINCHEN UNTER 
DEM EINFLUSS DER VEGETATIVEN 
NERVENGIFTE. 


Von 


CHIKARA TATEISHI. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 11. September 1934) 


Es wurde bereits (1934, 1935) erwihnt, dass die Zuckerassimi- 
lation im Kaninchenorganismus durch Splenektomie zuriickgeht, 
wobei die Z.A.S. des Tieres stark erhoht wird. 

Was den Mechanismus der Stoérung der Zuckerassimilation bei 
splenektomierten Kaninchen anbetrifft, so soll er nach Noma(1926) 
mehr auf die gestoérte Permeabilitaét der Zellen fiir den Zucker als 
auf die gestorte Glyecogenie und Glykogenolyse in Geweben und 
Organen zuriickgeftihrt werden konnen. 

Die herabgesetzte Glyecogenie der splenektomierten Leber bei 
Zufuhr kleiner Mengen von Adrenalin u. Cholsiure nach Fuzi- 
wara (1933), die durch Splenektomie vermehrte Gallensdure- 
ausfuhr der Leber nach Tanaka (1933) und die durch iiber- 
schiissige Zufuhr von Gallensdure gestorte Glycogenie der Leber 
nach Kuramoto (1934), alle diese Erscheinungen weisen darauf 
hin, dass durch Splenektomie ein vagotonischer Zustand herbei- 
gefiihrt wird, wie ihn Tanaka (1933) und Hattori (1932) bei 
splenektomierten Kaninchen beobachtet haben. 

Bei Vagotonie wird nach Ascher (1911), de Coral] (1918), 
Hoshi (1926) u. Tonniesen (1923) die Zuckerassimilation im 
Organismus unter vermehrter Insulinsekretion gesteigert, wahrend 
durch Zufuhr emer grosseren Menge des den Parasympathicus 
reizenden vegetativen Nervengiftes oder durch fortlaufende 
Zufuhr desselben die Zuckerassimilation unter Hyperglykaemie, 
Glycosurie, verminderter Glycogenie und unter erhéhter Z.A.S. 
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gestért wird, wie Watermann (1911), Horneman (1921), 
Bornstein u. Vogel (1921-22), Eda (1927) bewiesen haben. 
Es muss also bei hochgradiger Vagotonie die Zuckerassimilation 
gestort werden und demnach die erhéhte Z.A.8. bei Splenektomie 
dureh Zufuhr von Atropin herabgesetzt werden. 

Die hochgradige Vagotonie ist nach Zondek (1922) im 
allgemeinen von einer Sympathicotonie begleitet, wie auch Eda 
(1927) bei insulierten Kaninchen, A be (1924), Cannon, Iver u. 
Bliss (1924) bei Insulinzufuhr, Suematsu (1930) bei Zufuhr von 
Piloearpin und Izumi (1924) bei Splenektomie bewiesen haben, 
wobei die Adrenalinsekretion der Nebenniere vermehrt werden soll. 

In der Tat hat Tuzioka (1934) neuerdings bei den durch 
Splenektomie vagotonierten Kaninchen eine Vermehrung des 
Adrenalin der Nebennieren gefunden. 

Somit muss die Z.A.8. des splenektomierten Kaninchens durch 
Atropin oder Ergotamin wieder zur Norm gebracht werden, wie 
es bei Zufuhr von Milzextrakt oder Cholsiiure der Fall war. Auf 
dieser Uberlegung baut sich mein folgender Versuch auf. 

Die vermehrte Gallen- sowie Gallensiureausscheidung bei der 
splenektomierten Hiindin hat man der Vagotonie zugeschrieben, 
wie Tanaka (1933) behauptet hat, aber die Assimilationsstérung 
des Zuckers beim splenektomierten Kaninchen muss auch der 
Sympathicotonie zugesechrieben werden, was alles héchstwahrschein- 
lich auf der Verschiedenheit der vorwiegenden Innervation der 
vegetativen Nerven fiir die Gallensiiurebildung und fiir den Stoff- 
wechsel beruhen diirtte, wie Mautner (1924) die innigere 
Beziehung des Stoffweehsels zu der sympathischen Nervenfunktion 
hervorgehoben hat. 

Was den Einfluss des Atropin und Ergotamin auf die Z.A.S. 
betrifft, so soll nach Eda (19380) u. Shim (1925) das Atropin in 
grosserer Menge die Z.A.S. herabsetzen, aber in kleinerer Menge 
keinen Einfluss auf die Z.A.S. ausiiben, das Ergotamin dagegen 
keinen Einfluss auf die Z.A.S. des normalen Kaninchens haben, 
wohl aber die des sympathicotonierten Tieres herabsetzen. 

In obenerwahntem Sinne habe ich den Einfluss des Ergotamin 
und Atropin auf die Z.A.S. des splenektomierten Kaninchens unter- 
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sucht, um das Wesen der durch Splenektomie gestérten Zucker- 
assimilation klarzustellen. 


EXPERIMENTELLER TEI. 


Zum Versuch wurden erwachsene kraftige mannliche Kanin- 
chen verwendet, die eine Woche lang mit einer bestimmten Menge 
Okara gefiittert worden waren. Die Z.A.S. der normalen und 
splenektomierten Kaninchen wurde in genau der gleichen Weise 
bestimmt, wie in der vorigen Mitteilung angegeben wurde, und 
zwar wurden die splenektomierten Kaninchen erst 4-5 Tage nach 
der Operation zum Versuch verwendet. Nachdem die Z.A.S. der 
splenektomierten Kaninchen fetsgestellt worden war, wurde nach 
3 oder mehr Tagen diesen Kaninechen je 2cem einer 0,05%igen 
Ergotaminlésung oder je 0,1 mg Atropinsulfat in 1%iger Lésung 
pro Kilo subkutan verabreicht. 

Bei der Feststellung der Z.A.S. wurden 2g Traubenzucker in 
50 cem Wasser pro Kilo per os verabreicht und der Blutzucker- 
gehalt nach Hagedorn-Jensen und der Harnzuckergehalt nach 
Bertrand bestimmt. Die Resultate sind in den Tabellen I-VII 
zusammengestellt. 


ERGEBNISSE. 


Wie aus den Tabellen I—-VII ersichtlich ist, betragt die Z.A.S. 
des normalen Kaninchens 0,20-0,28%, die des splenektomierten 
0,24-0,32%, obwohl der Schwellenwert je nach dem Kaninchen in- 
dividuell verschieden ist. Die Z.A.S. des Kaninchens wird also 
durch Splenektomie erhéht, wie es auch schon in der vorigen 
Mitteilung bewiesen wurde. 

Die Z.A.S. des splenektomierten Kaninehens wird bei Zufuhr 
von Atropin mit 0,20-0,24% gezeigt. Die durch Splenektomie 
erhohte Z.A.8. des Kaninchens wird also dureh Zufuhr von Atropin 
wieder aut die Norm oder unter die Norm herabgesetzt. Die Z.A.S. 
des splenektomierten Kaninchens betrigt bei Zufuhr von Er- 
gotamin 0,20-0,24%. Dureh Zufuhr von Ergotamin wird ebenfalls 
die durch Splenektomie erhohte Z.A.S. in den meisten Fallen 
herabgesetzt, diese Herabsetzung tritt aber bei Zufuhr von Atropin 
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viel starker auf, als bei Zufuhr von Ergotamin. 

Aus diesem Ergebnisse geht hervor, dass die splenektomierten 
Kaninchen sich in einem vagosympathikotonischen Zustand be- 
finden. 

Es scheint mir, dass das Kaninchen durch Splenektomie erst 
vagotonisch, dann durch Gegenwirkung der beiden vegetativen 
Nerven sympathikotonisch wird, indem die Adrenalinsekretion der 
Nebenniere durch Splenektomie vermehrt wird, wie Tuzioka 
(193+) bewiesen hat, und die Gallensiurebildung der Leber durch 
Splenektomie gesteigert wird, was von Tanaka (1933) bewiesen 
wurde. Die Gallensaiure wirkt bekanntlich auf den Vagus reizend, 
wie Tsuji (1930) und Sekitoo (1930) schon bewiesen haben. 

Die durch Splenektomie erhohte Z.A.S., also die dadurech herab- 
gesetzte Zuckerassimilation diirfte auf die Vagosympathikotonie 
im Kaninchenorganismus zuriickgefiihrt werden kénnen, da das 
durch Splenektomie vermehrte Adrenalin auf den Sympathicus 
und die tiberschiissig gebildete Gallensdure auf den Vagus stark 
reizend einwirken, was eine gesteigerte Glykogenolyse zur Folge 
hat. 

Das Milzhormon scheint also die Sekretion der beiden 
Hormone, Adrenalin und Gallenséure, zu hemmen, wodurch der 
IKohlehydratstoffwechsel reguliert wird. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die dureh Splenektomie erhdhte Z.A.S. bei Kaninchen wird 
durch Zufuhr von Atropin auf die Norm oder sogar unter die Norm 
herabgesetzt. 

2. Durch Zufuhr von Ergotamin wird die durch Splenektomie 
erhéhte Z.A.S. in den meisten Fallen ebenfalls herabgesetzt. Diese 
Herabsetzung tritt allerdings bei Zufuhr von Atropin viel starker 
auf als bei Zufuhr von Ergotamin. Aus diesen Daten geht hervor, 
dass die durch Splenektomie herabgesetzt Zuckerassimilation einer 
abnormen Vagosympathikotonie zuzuschreiben ist. 
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EINFLUSS DER VEGETATIVEN NERVENGIFTE AUF 
DIE GLYKOSURIE DES SPLENEKTOMIERTEN 
KANINCHENS. 


Von 


CHIKARA TATEISHI. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 11. September 1934) 


In der vorigen Mitteilung (1934) wurde berichtet, dass die 
durch Splenektomie erhéhte Z.A.S. des Kaninchens durch Zufuhr 
von Atropin oder Ergotamin herabgesetzt wird, indem das splenek- 
tomierte Kaninchen in einen vagosympathikotonischen Zustand 
versetzt wird. Die experimentelle Glykosurie muss also beim 
splenektomierten Kaninchen viel starker auftreten als beim 
normalen, was tatséchlich auch von Noma (1926) bewiesen wurde. 
Diese durch Splenektomie gesteigerte experimentelle Glykosurie 
muss also durch Zufuhr von Atropin oder Ergotamin herabgesetzt 
werden, wobei die Vagotonie des splenektomierten Kaninchens 
dureh Atropin und die Sympathikotonie durch Ergotamin auf- 
gehoben werden diirfte. 

In diesem Sinne habe ich den Einfluss des Atropin und 
Ergotamin auf die dureh parenterale Zufuhr von Glukose erzeugte 
experimentelle Glykosurie beim normalen sowie beim splenek- 
tomierten Kaninchen untersucht, um die Vagosympathikotonie des 
splenektomierten Kaninchens aufs neue zu bestatigen. 

Was die Wirkung des Atropin und Ergotamin im Kohlehydrat- 
stoffwechsel anbetrifft, so wurde ihre Wirkung auf den Blutzucker- 
gehalt schon von vielen Autoren untersucht. Nach MacGuigan 
(1916), Ross(1919) Bornstein u. Vogel(1921) Maebo(1921), 
Saito (1921), Imamura u. Watanabe (1920) und Sakurai 
(1926) soll die Zufuhr einer grésseren Menge von Atropin eine 
Hyperglykimie herbeiftihren, die einer kleineren aber keinen Hin- 
fluss auf den Blutzuckergehalt ausiiben. Betreffs des Einflusses 
von Atropin auf die Zuckerassimilation behaupten Forschheimer 
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(1923) u. Bornstein (1921) trotz der gegenteiligen Meinung von 
Rosenthal (1912), dass die Zuckertoleranz der Diabetiker durch 
Atropin gesteigert wird, wihrend nach Shim(1925) die alimentaire 
Hyperglykamie. und Glykosurie bei leichter Diabetis durch Atropin 
unterdriickt, aber bei schwerer Diabetis im Gegenteil verstarkt 
werden soll. 

Nach den Untersuchungen von Noma (1927), Shim (1925) 
u. Eda (1927) soll eine kleinere Menge von Atropin beim normalen 
Tier keinen Einfluss auf die Zuckerassimilation bzw. auf die 
alimentiire Glykosurie ausiiben. Die Wirkung des Ergotamin 
wurde bereits von vielen Autoren untersucht, und es ist erkannt 
worden, dass das Ergotamin gegen das den Sympathicus erregende 
Gift antagonistisch wirkt. Ferner soll nach Noma (1927) Pollak 
(1927) u. Grunke (1926) die alimentire Hyperglykiimie herab- 
gesetzt und nach Bufano u. Massini (1928) u. Eda (1928/30) 
bei Diabetis oder bei abnormer Kohlehydratstoffwechselstérung die 
Zuckertoleranz gesteigert werden. 

Aus den Daten obiger Autoren kann wohl der Schluss gezogen 
werden, dass die Wirkung des Atropin und Ergotamin auf die 
Zuckerassimilation beim normalen Kaninehen nicht merklich, aber 
bei einem Kaninchen mit abnorm erregter vegetativer Nervenfunk- 
tion deutlich auftreten wird, wobei durch Atropin oder Brgotamin 
die alimentiire Hyperglykamie und Glykosurie herabgesetzt werden 
diirfte. ‘ 

Andrerseits habe ich, um dieses festzustellen, den Kinfluss des 
Atropin und Ergotamin auf die alimentire Glykosurie des 
normalen Kaninechens, dann auf die des splenektomierten Kanin- 
chens untersucht, bei welch letzterem bereits die Vagosympathi- 
kotonie bewiesen wurde. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 

Zum Versuch wurden kraftige erwachsene miinnliche Kanin- 
chen verwendet, die vor dem Versuch wenigstens eine Woche lang 
mit einer bestimmten Menge yon Okara u. Gemiise gefiittert worden 
waren. 

Der Versuch bei normalen sowie bei splenektomiertem 
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Kaninchen wurde in 5 Perioden: Vor-, Atropin-, Mittel-, 
Ergotamin- und Nachperiode, geteilt und die Vor-, Mittel- und 
Nachperiode als Kontroll-periode bezeichnet. In jeder Periode 
wurde den normalen und splenektomierten Kaninchen morgens um 
9 Uhr 5cem einer 40% igen Glukoselésung (2,0g) pro Kilo 
intravends verabreicht. Nachmittags um 4 Uhr wurde der 7- 
stiindige Harn durch Katheterisieren entleert und die Blase mit 
Wasser nachgewaschen. Der entleerte Harn und das Waschwasser 
wurden zusammen auf ein bestimmtes Volumen gebracht, dessen 
Zuckergehalt nach Bertrand bestimmt wurde. 

Nach Noma soll beim splenektomierten Kaninchen der ein- 
gefiihrte Zucker nach 7 Stunden im Harn ausgeschieden sein; ich 
habe daher nach der Zuckerzufuhr 7 Stunden lang den Harn 
gesammelt. 

In der Versuchsperiode wurde den Kaninchen gleichzeitig mit 
der Zuckerzufuhr 0,2cem einer 0.05%igen Atropinsulfatlésung 
(0,lmg) pro Kilo oder 2 ecem einer 0,05%igen Ergotamintartrat- 
lésung (1,0 mg) subkutan gegeben. Auf diese Weise wurden die 
Werte des Zuckergehaltes in jeder Periode miteinander verglichen. 
Beim splenektomierten Kaninchen wurde der Versuch erst 4 Tage 
nach der Operation ausgefiihrt. 

Die Resultate sind in den Tabellen I-VI zusammengestellt. 


$y Harn- | Harnzucker 
ere Sand se Reaktion sans ag San Bemerkungen 
18/V 1700 26 schwach sauer; 1025 | 0,750) 2,88 
10) = 1720 30 neutral 1020 0,553 | 1,83 
20/,, 1700 Does es 102 0,632 | 2,74 
AW ie 1680 20 schwach sauer| 1020 | 0,500} 2,50 |< Atropin 
Oey, 1710 30 neutral 1015 | 0,346) 1,15 
23/,, 1760 28 . $5 1020 | 0,488} 1,74 
24/,, | 1750 30 @ 1020 | 0,605} 2,01 
25/,, 1730 17 $ 1025 | 0,557] 3,39 |<Ergotamin 
26/,, 1720 20 ss 1020 | 0,592) 2,96 
21/55 1770 23 43 1025 | 0,645} 2,89 


28/,, | 1770 19 S 1020 | 0,449] 2,36 
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TABELLE IB. (Splenektomie) 


5/VI | 1540 neutral 1030 | 0,769] 2,88 
6/5, 1510 7 1030 | 0,818] 3,55 
This 1460 = 1022 | 0,543] 2,36 
8/,, 1420 sauer 1025 | 0,339] 2,26 |< Atropin 
9/,, 1420 neutral 1025 | 0,622] 3,11 
10/,, 1350 ns 1030 | 0,543] 3,62 
197 ,; 1250 # 1022 | 0,742) 3,37 
12/,, 1280 2 1030 | 0,344] 3,82 |<-Ergotamin 
13/,, 1270 schwach sauer| 1030 | 0,478] 3,41 
14/,, 1280 neutral 1030 | 0,553) 2,76 
35/5; 1270 55 1020 | 0,584] 2,92 
TABELLE IJ A. (Normal) 
Korper- rn- mi i 
= Somche. ite Reaktion i Eanes Bemerkungen 
(g) (eem) (g) | (%) 
5/VI 1650 37 neutral 1020 | 0,893] 2,41 
6/,, 1630 26 y 1020 | 0,962; 3,70 
Ts 1650 82 a 1015 | 0,551] 1,72 
8/,, 1650 20 p 1020 | 0,657) 3,28 |< Atropin 
9/,, 1650 28 Fa 1020 | 0,879] 3,13 
107 1670 23° 1020 | 1,003} 358 
11/,, 1690 27° | schwach sauer| 1020 | 0,650! 2,41 
12/,, 1680 20 gs 1025 | 0,825] 4,12 |<Ergotamin 
18/,, 1680 30 neutral 1020 | 0,975! 3,25 
14/,, 1720 25 5 1020 | 0,879} 3,51 
15/,, | 1720 21 - 1020 | 0,811] 3,86 
TABELLE II B. (Splenektomie) 
21/V1 1450 27 neutral 1020 1,165} 4,31 
22/,, 1570 24 : 1025 | 1,003] 4,17 
23/,, 1520 24 schwach sauer| 1025 | 0,851] 3,42 
24/,, 1470 32 3 1030 | 0,879] 2,58 |< Atropin 
25/., 1480 33 neutral 1020 0,886 | 2,68 
26/ , 1420 32 ; 1025 | 0,872) 2,72 
27/,, 1410 33 a 1020 | 0,834] 252 
28/,, 1400 14 ‘3 1025 | 0,637| 4,45 |< Ergotamin 
29/.,, 1410 27 5 1015 | 0,784] 2.89 
30/,, 1450 29 3s 1020 | 0,845] 2,91 
1/VII| 1490 24 es 1020 0,907 | 3,77 
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TABELLE III a. (Normal) 
Korper-| Harn- Harnzucker 
Eh ew. gewicht.| menge Reaktion | Bemerkungen 
(g) (cem) t1*2 Jo 
18/V 1810 25 schwach sauer} 1020 | 0,803] 3,21 
19/,, 1850 37 neutral 1015 | 0,900] 2,43 
20/,, 1890 28 = 1015 | 0,623} 2,22 
21/,, 1890 26 3 1020 | 0,540) 2,76 |< Atropin 
By fe 1850 20 7 1020 | 0,462] 2,31 
23/7, 1890 25 ss 1015 | 0,411} 1,64 
247); 1860 30 es 1015 | 0,592| 1,97 
25/5 1800 22 schwach sauer! 1020 | 0,605) 2,75 |<-Ergotamin 
26/,, 1850 32 neutral 1018 | 0,832} 2,60 
20], 1870 28 As 1018 | 0,791) 2,81 
28/,, 1860 33 schwach sauer| 1020 | 0,539) 2,34 
TABELLE III B. (Splenektomic) 
4/Vi 1820 35 neutral 1020 | 0,742) 2,12 
5/,, 1820 49 53 1015 | 0,865] 1,76 
6/5; 1870 29 - 1020 | 0,657} 2,26 
(8 ee 1920 26 1015 | 0,569] 2,18 |< Atropiz 
Oo) 5 1880 30 A 1020 | 0,650! 2,16 
97, 1880 35 schwach sauer| 1015 | 0,716) 2,45 
10/7 |, 1870 23 neutral 1015 | 0,689} 2,08 
ak aes 1890 38 schwaech sauer| 1015 0,865| 2,27 |< Ergotamin 
=a ae 1920 30 neutral 1015 | 0,637 2.12 
13 /., 1940 20 a | 1020 | 0,583) 2,91 
14/,, 1910 24 1020 | 0,865) 3,35 


TABELLE IV A. (Normal) 


Korper- | Harn- 


Harnzucker 


patee gewicht.| menge Reaktion See ——————! Bemerkungen 
1933 5) Seon Gew. of 
Ee () 
22/V | 1710 16 | schwach sauer| 1025 | 0,872] 5,45 | 
23/3 1760 23 neutral 1025 0,811 | -3,52 
24/,, 1780 26 5 1020 | 0,885] 3,40 
25/,, 1750 23 - 1020 | 0,989] 4,28 |}« Atropin 
26/,, 1740 24 » 1020 | 0,903} 3,76 
a7), 1700 27 ” 1022 | 1,065} 3,94 
28/;, 1710 23 ” 1022 | 0,885] 3,84 
29/,, 1690 30 ¥ 1020 | 0,996! 3,32 |<-Ergotamin 
30/,, 1680 35 » 1025 | 1,219] 3,48 
Sis): 1700 33 3 1020 | 1,050) 3,18 
1700 34 schwach sauer}| 1020 | 1,135} 3,33 


1/VI 


106 C. Tateishi: 


TABELLE IV sp. (Splenektomic) 


7/VI | 1600 24 neutral 1020 | 1020] 4,25 


&/,, 1580 36 i 1020 1,030] 2,86 
9/,, 1580 35 A 1020 | 1,116} 3,18 
1075 1580 29 = 1020 | 0,736; 2,53 |}<-Atropin 
aT? 5; 1550 27 As 1020 1,034] 3,81 
t2/ > 1560 36 ys 1020 1,044| 2.90 
437 53 1590 36 33 1020 1,129! 3,13 
14/,, 1560 25 - 1025 | 1,020) 4,08 |< Ergotamin 
15/,, 1590 36 A 1020 1,293] 3,59 
16/,, 1590 35 schwach sauer| 1020 | 1,200] 3,42 
Bir ees 1570 34 neutral 1020 | 1,144) 3,36 | 


TABELLE V a. (Normal) 


Orper-| Harn- ae es 

— eit. ee. Reaktion rent i ana Bemerkungen 

di (g) (ecm) i g Go 

22/V | 1760 21 sauer 1025 | 0,645| 3,74 

23/., 1780 16 neutral 1020 | 0,497) 3,10 

24/,, 1750 10 - 1020 | 0,411} 4,11 

25/,, | 1760 34 >» 1020 | 0,724| 2,12 |<-Atropin 
26/,, 1750 20 z 1020 | 0,811) 4,05 

27/,, 1680 14 >. 1020 | 0,645) 4,60 

28/., 1690 15 53 1030 | 0,462} 3,08 

29/,, 1640 25 ”» 1025 | 0,768! 3,87 |<-Ergotamin 
30/,, 1660 28 ‘3 1020 | 1,079} 3,85 

31/,, 1600 25 schwach sauer} 1025 | 1,010) 4,04 

1/VI| 1640 20 neutral 1025 | 0,783) 3,91 

TABELLE VB. (Splenektomie) 

7/VI 1470 ral neutral 1022 | 0,729) 3,47 

8/,, 1550 20 rs 1020 | 0,845] 4,22 

9/,, 1500 24 - 1015 | 0,650] 2,70 
10/,, 1500 20 Os 1020 | 0,498] 2,49 |<-Atropin 
Iai 1510 27 - 1020 | 0,935] 3,46 
12/7, 1520 30 7 1020 | 0,865] 2,86 
13/.,, 1570 21 be 1020 | 0,622] 2,96 
14/,, 1530 23 s 1020 | 0,689| 2,99 |< Ergotamin 
15/,, 1580 24 ¢ 1025 | 0,769] 3,20 
16/;, 1580 29 3 1015 | 0,663] 2,25 
ile Pep 1570 30 3 1020 | 0,637] 2,12 
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TABELLE VI A. (Normal) 


Taiz Korper- | Harn- 


Spec. Harnzucker 


1933 gewicht.| menge Reakticn _| Bemerkungen 
(eem) % 
WANA E 2000 25 neutral 3,69 
255 2030 35 2 2,53 
BVA 2090 28 - 2,43 
af 2070 34 = 2,31 |< Atropin 
D/ 2080 33 a 2,53 
6/,, 2070 31 + 2,96 
Ae 2080 29 x 2,28 
8/¢,, 2050 25 schwach sauer 2,54 |<-Ergotamin 
Die, 2090 34 _ neutral 1,60 
10/,, 2090 34 es 2,02 
11/,, 2050 30 A 2,34 
TABELLE VI 8. (Splenektomie) 
18/VI 1910 25 schwach sauer}| 1030 | 0,716| 2,86 
197, 1860 21 neutral 1030 0,796} 3,79 
207, 1830 22 1030 0,935 | 4,25 
DUKy 1800 18 F 1025 | 0,609| 3,42 |<-Ergotamin 
2°/,, 1800 20 _ 1030 | 0,784] 3,32 
23/-3 1690 25 sauer 1030 | 0,865} 3,46 
24/,, 1690 33 ss 1030 | 0,838) 2,53 
ERGEBNISSE. 


Wie aus den Tabellen I-VI ersichtlich ist, betragt der Zucker- 
gehalt im 7-stiindigen Harn des normalen Kaninchens der absoluten 
Menge nach durehschnittlich je Periode 0,562-0,977 ¢ und pro- 
zentual 2,29-3,76%, bei Zufuhr von Atropin dagegen der absoluten 
Menge nach 0,500-0,989 ¢ und prozentual 2,12-4,28%. 

Beim normalen Kaninchen iibt also eine kleine Menge Atropin 
(0O,.lmg pro Kilo) fast keinen Einfluss auf die alimentiire 
Glykosurie aus. Dieses Ergebnis stimmt gut mit dem von Shim 
(1925) und Eda (1927) iiberein. 

Bei Zufuhr von Ergotamin betraigt der Zuckergehalt im 7- 
stiindigen Harn der absoluten Menge nach 0,567-0,996 g und pro- 
zentual 2.54-4,12%. In diesem Falle scheint das Ergotamin 
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ebenfalls keinen Einfluss auf die alimentaire Glykosurie des 
normalen Kaninchens auszutiben, was mit dem Ergebnis von Eda 
(1927) fast tibereinstimmt, 

Beim splenektomierten wird der Zuckergehalt im 7-stiindigen 
Harn in der Kontrollperiode der absoluten Menge nach dureh- 
schnittlich je Periode mit 0,628-1,112 g und prozentual mit 2,34— 
3,46% gezeigt, wie aus den Tabellen I-VI B ersichtlich ist. 

Der absoluten Menge nach wird die Zuckerausscheidung im 
Harn des splenektomierten Kaninchens im Vergleich zu der des 
normalen um 6,0-13,8% vermehrt, wihrend sie prozentual in 3 
unter 6 Fallen herabgesetzt wird und diese Herabsetzung im Ver- 
gleich zu dem Zuckergehalt des normalen Tieres 2,1-18,8% betrigt, 
aber in 3 anderen Fallen prozentual um 6,5-40,1% vermehrt wird, 
wie aus den Tabellen I, II u. VI ersichtlich ist. 

_Aus diesem Ergebnis geht hervor, dass die Zuckerassimilation 
durch Splenektomie herabgesetzt wird, indem die alimentare 
Glykosurie durch diese verstarkt wird, was mit dem Ergebnis von 
Fuziwara (1932/33) und mir (1934) iibereinstimmt, dass die 
Glykogenbildung der Leber und die Z.A.S. des Kaninchens dureh 
Splenektomie herabgesetzt werden. Auch Noma (1926) hatte 
bereits beobachtet, dass die alimentiire Glykosurie durch Splenek- 
tomie verstiarkt zu werden scheint. 

Der Zuckergehalt im Harn des splenektomierten Kaninchens 
betragt bei Zufuhr von Atropin der absoluten Menge nach 0,339- 
0,879 g und prozentual 2,26-2,58%. 

Gegeniiber dem Zuckergehalt im Harn des splenektomierten 
Tieres wird die Zuckerausscheidung im Harn dureh Atropin der 
absoluten Menge nach in einem Fall um 2,7%, in den anderen 
Fallen um 20,2-46,0% und prozentual um 6,8-27,3% herabgesetzt. 
Bei Zufuhr yon Ergotamin betriigt der Zuckergehalt der absoluten 
Menge nach 0,344-1,020 g und prozentual 2,27-4,45%. Der ab- 
soluten Menge nach wird die Zuckerausscheidung im Harn durch 
Ergotamin mit einer Ausnahme um _ 8,3-45,2% herabgesetzt, 
wiahrend sie prozentual in der einen Halfte der Falle herabgesetzt 
oder vermehrt wird. Dies beruht héchstwahrscheinlich auf einer 
Verminderung der Harnmenge. 
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Beim durch Splenektomie vagotonisch gemachten Kaninchen 
wird durch Zufuhr einer kleineren Menge Atropin die Zucker- 
assimilation gesteigert, was wohl auf der den vagus lahmenden 
Wirkung des Atropin beruhen diirfte, wie Nakayama (1924) 
behauptet hat. 

Beim splenektomierten Kaninchen wird durch Ergotamin die 
Zackerausscheidung im Harn herabgesetzt, was fiir eine Sympathi- 
kotonie sprechen mag. Dies stimmt mit dem Ergebnis von Eda 
(1928/29) iiberein, dass die Zuckerassimilation bei erregtem 
Zustand der sympathischen Nerven herabgesetzt wird. 

Atropin und Ergotamin tiben im allgemeinen bei normalen 
Kaminchen keinen Einftuss auf die alimentaire Glykosurie aus, bei 
splenektomierten Tieren stellen sie jedoch nicht nur die alimentare 
Glykosurie normal wieder her, sondern setzen sie auch herab, was 
fiir eine Vagosympathikotonie bei splenektomierten Kaninchen 
spricht. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die alimentaire Glykosurie des Kaninchens wird durch 
Splenektomie verstarkt. 

2. Diese verstarkte alimentaére Glykosurie des splenektomier- 
ten Kaninchens wird durch Zufuhr von Atropin oder Ergotamin 
aufgehoben oder sogar herabgesetzt, wahrend die alimentaire Glyko- 
surie des normalen Kaninchens durch diese fast gar keine Ver- 
tinderung erfahrt. 

Aus den Daten lasst sich der Schluss ziehen, dass die durch 
Splenektomie gestérte Zuckerassimilation zum Teil der Vago- 
sympathikotonie im Kaninchenorganismus zuzuschreiben ist. 
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BEDEUTUNG DER GALLENSAURE IM KOHLE- 
HYDRATSTOFFWECHSEL. XXXII. 


Glykogenbildung der Leber unter Zufuhr von 
Hiihnereibestandteilen mit Cholsaure. 


Von 


TAKAHIKO FUKASE. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 11. September 1934) 


Es ist schon bekannt, dass die Gallenséure die Glykogenie aus 
Zucker, Aminosdiuren u. Fettséuren in der Leber foérdert, wie 
Fuzita (1932) u. Okii (1934) die aus Aminosduren u. Fettsauren 
in ihren Versuchen bewiesen haben. 

Diesmal habe ich die Glykogenie aus Hierklar in der Leber 
im Hungerzustande unter Einfluss der Cholsaure u. des Eigelbs 
untersucht, einerseits, um die die Glykogenie aus Hiweiss in der 
Leber fordernde Wirkung der Cholséure zu bestatigen, andrerseits, 
um den Einfluss des Lyochrom (Ovoflavin) nach Ellinger u. 
Koschara (1933) u. Kuhn, Gyorgy, u. Wagner-Jauregg 
(1933) auf die Glykogenie in der Leber, und weiter den Einfluss 
von Vitamin D, Vitamin A, Karotin u. Cholesterin auf jene fest- 
zustellen, Substanzen, welche nach McDonald u. Massengale 
(1932) u. Euler u. Klussmann (1933) alle im Eigelb enthalten 
sind. Durch die Untersuchungen von Chikamori (1932) u. 
Yuuki (1932) wurde schon bewiesen, dass die Glykogenbildung in 
der Leber durch Zufuhr von Ergosterin (Provitamin D) gesteigert 
wird. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Zum Versuch wurden kraftige, mannliche Kaninchen ver- 
wendet, die lange Zeit mit einer bestimmten Nahrung gefiittert 
worden waren. Diese Kaninchen wurde 4% Tage in Hunger 
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gehalten und in 5 Gruppen geteilt. Die Kaninchen der ersten 
Gruppe wurden als solehe behandelt. Den Tieren der zweiten 
Gruppe wurde frisch geronnenes Hierklar, 2g (trocken gewogen) 
pro Kaninchen, per os und denen der dritten 3 cem einer 10%igen 
Na-Cholatlésung pro Kilo zusammen mit derselben Menge von 
Hierklar per os verabreicht. An die vierte Gruppe wurde 1,5¢g 
syruposer Eigelbextrakt pro Kaninchen mit derselben Menge von 
Eierklar verfiittert, und der fiinften wurde 2—3 g syrupéser Higelb- 
extrakt pro Kaninchen mit derselben Menge von Hierklar peroral 
gegeben. 

4 Stunden nach der Zufuhr von Hierklar wurden die 
Kaninchen aller Gruppen durch Nackenschlag und Verblutung aus 
der Carotis getétet. Die schnell herausgeholte Leber wurde ab- 
gewogen und ihr Glykogen nach Iwasaki u. Moori (1926) unter 
Hydrolyse in Zucker verwandelt, nach Bertrand bestimmt und 
als Glykogen berechnet angegeben. Die Resultate sind im den 
folgenden Tabellen I-V angegeben. 

Das geronnene Hierklar wurde so bereitet, dass rohes Eierklar 
unter Ansduerung mit verdiinnter Essigsiure bis zur Gerinnung 
gekocht, filtriert und mit Wasser gut gewaschen wurde. Dieses 
geronnene Hiweiss wurde als solehes an die Kaninchen verfiittert. 

Der Higelbextrakt wurde so bereitet, dass das durch Kochen 
geronnene Higelb erschopfend mit Ather extrahiert und der von 
Ather befreite Riickstand unter Hydrolyse mit Alkali als Kalk- 
seifen von Fettsauren fast befreit wurde. Dieses Filtrat wurde 
unter Beseitigung des Kalkes durch Kohlensaéure zu Syrup im 
Vakuum eingeengt und als EKigelbextrakt zum Versuch verwendet. 
Dieser Extrakt soll daher ein Gemenge von noch zuriickgebliebenen 
Fettséuren, Vitamin A u. D, Cholesterin, Carotinoiden usw. sein. 


1. Bei Zufuhr von Eierklar. 


Aus den Tabellen I-IT ist ersichtlich, dass der Glykogengehalt 
der Leber bei Hunger durchsehnittlich 0,187% und der bei Zufuhr 
von Eierklar 1,408% betrigt. Die Glykogenbildung der Leber im 
Hungerzustand wird also durch Fiitterung mit geronnenem Hier- 
klar um 653% gesteigert, was die Glykogenbildung aus Hierklar 
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in der Leber bedeuten sollte. Nach Ellinger u. Koschara(1933) 
u. Kuhn, Gyorgy u. Wagner-Jauregg (1933) soll das 
geronnene Hierklar Vitamin Bz enthalten, welch letzteres bekannt- 
lich auf das Wachstum der Tiere férdernd wirkt. Hs ist also noch 
unentschieden, ob die vermehrte Glykogenbildung der Leber bei 
Zufuhr von Hierklar auf der Glykogenie aus Hierklar selbst oder 
auf der die Glykogenie aus Hierklar férdernden Wirkung von 
Vitamin Be im Hierklar beruht. 


2. Bei Zufuhr von Kierklar mit Cholséure. 


Aus der Tabelle III lasst sich ersehen, dass der Glykogengehalt 
der Leber bei Zufuhr von Hierklar mit Cholsdure durchschnittlich 
2,241% betragt. Die Glykogenbildung der Leber aus Hierklar wird 
durch Zufuhr von Cholsdure hervorragend gesteigert, und zwar, 
verglichen mit der bei Zufuhr von Hierklar allein, um 52%. 

Es ist schon durch den Versuch von Fuzita (1932) bekannt, 
dass das Glykogen in der Leber bei Hunger aus Eiweiss bzw. 
Aminosaure gebildet und diese Glykogenbildung durch Zufuhr von 
Cholsaure gefordert wird. 

Ob die vermehrte Glykogenbildung der Leber bei Zufuhr von 
Cholsdure allein durch die die Glykogenie aus Hiweiss fordernde 
Wirkung der Cholsaure oder durch die die Glykogenie aus Kiweiss 
fordernde gemeinsame Wirkung der Cholséiure mit Vitamin Bz, 
welch letzteres im Eierklar enthalten sein sollte, bedingt sein kann, 
ist noch unentschieden. 


3. Bet Zufuhr von Eierklar mit Eigelbextrakt. 


Aus den Tabellen ergibt sich, dass der Glykogengehalt der 
Leber bei Zufuhr von Hierklar mit einer kleineren Menge (1.5 g) 
von Higelbextrakt durchschnittlich 1,813% betriagt. 

Die Glykogenbildung der Leber aus Eierklar wird also durch 
Verfiitterung einer kleinen Menge von Eigelbextrakt, verglichen 
mit der bei Zufuhr von Hierklar allein, um 29% gesteigert. Ob 
diese Steigerung auf irgend welchen Bestandteilen im Higelbextrakt 
beruht, muss weiter erforscht werden. 

Bei Zufuhr von Hierklar mit einer grésseren Menge von Eigelb- 
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extrakt wird aber die Glykogenbildung der Leber aus Hierklar 
stark herabgesetzt, indem der Glykogengehalt der Leber bei Zufuhr 
von Hierklar mit 3 g Eigelbextrakt pro Kaninchen durchschnittlich 
0,369% und bei Zufuhr von Eierklar mit 2 g Eigelbextrakt 0,993% 
betragt. Die Glykogenbildung der Leber aus Eierklar wird also 
durch iiberschiissige Zufuhr von Eigelbextrakt im Vergleich zu der 
bei Zufuhr von Eierklar allein um 52-282% herabgesetzt. 

Durch die Untersuchungen vieler Autoren, wie McDonald u. 
Massengale (1932), ist schon bekannt, dass das Eigelb eine 
antirachitische Wirkung hat, da das Vitamin D im Eigelb enthalten 
ist, welehes nach Windaus, Linsert, Liittringhaus u. 
Weidlich (1932) in tiberschiissiger Zufuhr bei Ratten giftig ist. 

Auch ist durch die Versuche vieler Autoren, wie Euler u. 
Klussmann (1933), bekannt, dass im Eigelb Vitamin A und 
Carotin enthalten sind, welch letzteres eine Vitamin-A-Wirkung 
hat und dessen Verfiitterung in adaiquater Menge nach Nishioka 
(1934) die Glykogenbildung in der Leber fordert, wahrend es bei 
tiberschiissiger Zufuhr diese herabsetzt. 

Somit scheint mir die Herabsetzung der Glykogenbildung der 
Leber infolge von Hierklar bei Zufuhr einer grésseren Menge von 
Higelbextrakt auf die Giftigkeit der im Higelbextrakt enthaltenen 
Bestandteile, wie Vitamin A, D u. Carotinoide, zuriickzufiihren zu 
sein. Nach Tange (1932-33) soll die iiberschiissige Fiitterung mit 
freien Fettsduren auf das Wachstum der Tiere giftig einwirken. 
Somit diirfte die herabgesetzte Glykogenbildung der Leber bei 
Zufuhr von Higelbextrakt auf der Giftigkeit der freien Fettsiuren 
beruhen. Ob das Cholesterin im Higelb einen Einfluss auf die 
Glykogenbildung der Leber ausiiben kann, muss weiter verfolgt 
werden. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Glykogenie aus Hierklar in der Leber wird durch 
Zufuhr von Cholsdure gesteigert. 

2. Die Glykogenie aus Eierklar in der Leber wird durch 
Zufuhr einer kleineren Menge von LHEigelbextrakt gesteigert, 
dagegen durch die einer grésseren Menge herabgesetzt. 
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TABELLE I. (Kontrolle) 
Beim Hunger (43 Tage) 


o 


Korpergewicht g Leberglykogen 
S| TE erty ell ym 
Hunger 

Vor nach 

1850 1700 

1930 .. 1700. 

1930 1730 

1870 1550 

1900 1650 

2070 2050 

2050 1660 

1950 1800 

1970 1600 

Durchschnittswert. 
TABELLE II. 
Bei Zufuhr von WBierklar. 
Korpergewicht g Leberglykogen 
a (Apergewicnt 
Hunger g 

Vor nach yi 

2000 1880 28,5 0,636 2,232 

1900 1700 31,3 0,660 2,082 
~ 1900 1680 28,5 0,510 1,788 

1900 1650 28,5 0,433 1,520 

2050 1860 39,4 0,566 1,437 

2000 1700 29,5 0,385 1,305 

2000 1800 27,5 0,310 L127, 

2070 1800 30,5 0,275 0,902- 

1800 1530 25,7 0,218 0,848 

1950 1650 34,0 0,287 0,843 


Durchsechnittswert 0,428 1.408 
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TABELLE ITI. 
Bei Zufuhr von Eierklar mit Cholsdure. 


Korpergewicht g Leberglykogen 


Lebergewicht. 


Hunger 
To 
Vor nach 
1800 1600 2,995 
1900 1600 2,644 
2100 1870 2,602 
1850 1770 2,474 
1900 1685 2,440 
1950 1720 2,302 
2100 1860 1,905 
1950 1700 1,816 
1975 0,990 
Durchschnittswert 2,241 
TABELLE IV. 
Bei Zufuhr von Eierklar mit Eigelbextrakt (1.5 g). 
Korpergewicht. g. Leberglykogen 
Lebergewicht. 
Hunger g of 
Vor nach 4 5 
2100 1700 31,0 0,697 2,248 
2230 1900 34,0 0,697 2,050 
2170 1950 33,0 0,625 1,894 
2450 2050 40,0 0,743 1,858 
2200 1830 39,0 0,720 1,846 
2100 1720 : 38,0 0,697 1,834 
2650 2400 37,5 0,660 1,760 
2520 2170 43,0 0,709 1,649 
2150 2000 32,0 0,482 1,506 
2750 2650 38,0 0,566 1,489 


Durehschnittswert 0,660 1,813 
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TABELLE V. 


Bei Zufuhr von Hierklar mit iiberschiissigem Higelbextrakt. 


Korpergewicht g 


Leberglykogen z 
Lebergewicht. —————__—_— sch 
Hunger of es 
Vor nach = : 
0,378 0,879 
0,091 0,267 3.0 
0,046 0,177 
0,069 1,153 
0,146 0,369 
2270 1900 0,720 1,800 2.0 
ay 
2500 2390 0,660 1,535 
2170 1770 0,161 0,447 
2750 2460 0,091 0,190 
Durchsehnittswert 0,408 0,993 
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GLYKOGENIE IM MUSKEL VON 
SPLENEKTOMIERTEN KANINCHEN. 


Von 


SINSAKU TUZIOKA. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 11. September 1934) 


Durch die eingehenden Untersuchungen von Togawa (1920), 
Noma (1926), bzw. von Fuziwara (1933) wurde festgestellt, 
dass die Glykogenie der Leber durch Splenektomie herabgesetzt 
und durch Zufuhr von Milzextrakt wieder zur Norm gebracht wird. 
Weiter soll nach Fuziwara (1933) die Glykogenie der Leber von 
splenektomierten Kaninchen bei Zufuhr von Milzextrakt durch 
Mitzufuhr von Cholsdure, welche, wie seit Misaki (1927) bekannt 
ist, eine die Glykogenie der Leber fordernde Wirkung hat, iiber die 
Norm verstarkt werden. 

Uber die Glykogenie im Muskel von splenektomierten Kanin- 
chen ist, so weit ich unterrichtet bin, noch nichts bekannt. In- 
folgedessen habe ich die Glykogenie im Muskel von Kaninchen aus 
Glukose bei Splenektomie und bei Zufuhr von Milzextrakt unter- 
sucht. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Die erwachsenen kraftigen Kaninchen wurden in 3 Gruppen 
geteilt. Den Kaninchen der ersten Gruppe wurde nach 4 
Hungertagen als Kontrolle 3 cem einer 50%igen Glukoselésung pro 
Kilo intravenés injiziert. Den Tieren der zweiten Grupe wurde 
in iiblicher Weise die Milz entnommen; nach einer Woche wurden 
sie 4 Tage in Hunger gehalten, und es wurde ihnen dieselbe Menge 
der Glukoselésung pro Kilo intravenés zugefiihrt. Nach Verlauf 
einer Woche nach der Splenektomie wurden die Kaninchen der 
dritten Gruppe 4 Tage in Hunger gehalten und ausser der Zucker- 
lésung wurde ihnen, eine ganze Menge Milzextrakt aus einer 


119 


120 S. Tuzioka: 


eigenen Milz, 144 Stunden nach der Zuckerzufuhr intravenos 
gegeben. 

Die Kaninchen aller dieser Gruppen wurden 3 Stunden nach 
der Zuckerzufuhr einzeln durch Nackenschlag und Verblutung 
getétet, der Glykogengehalt des schnell herausgeholten Riicken- 
muskels wurde nach Iwasaki u. Mori bestimmt. Die Bereitung 
des Milzextraktes wurde nach Fuziwara (1932) ausgefiihrt. 

Die Resultate sind in den Tabellen I-III zusammengestellt. 


TABELLE I. (Normal) 


Korpergewicht 
(g) Glykogen- 
Nr. aueD a Eni b a sey ¢ gehalt. Bemerkungen 
Hunger. (%) 
Vor nach 
1 20/1V 2100 1660 40 0,6332 
2 2100 1670 40 0,6047 
3 26/1V 2150 1850 40 1,0601 
4 ” 2350 2050 40 1.0993 
5 7” 2270 2040 40 0,5051 Glukoselos. 
6 rf 2420 2090 40 1,0672 
7 mS 2240 1940 40 1,0951 
8 17/V 2250 2030 40 0,6402 
9 = 2290 1950 40 0,8956 
10 as 2330 2080 40 0,9165 
Durchsehnittswert 0,8517 
TABELLE II. (Splenektomie) 
=o 
(g 
Datum Glykogen- 
Nr (1934) — * gehalt. Bemerkungen 
Hunger. (g (%) 
Vor nach 
1 16/IV 2390 1820 40 0,5545 
2 ”» 2170 1990 40 0,2632 
3 ” 2060 1780 40 0,6962 
4 17/1V 2240 1915 40 0,6961 
5 » 2160 1770 40 0,2268 Glukoselis. 
6 ” 2050 1810 40 0,3484 
7 22/V 2310 2050 40 0,3486 
8 és 2170 1850 40 0,4336 
9 ee 2320 2060 40 0,7449 
10 Hy 2170 1830 40 0,3415 


Durchschnittswert 0,4654 
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TABELLE III. (Splenektomie) 


ae ee 
g Glykogen- | 
Nr. ry ane ae gehalt. Bemerkungen 
Hunger. _& (%) 
Vor nach ; 
1 9/IV 1860 1560 4Q 0,4700 
2 1075, 2000 1680 40 0,7698 
8 12/5, 1900 1620 40 0,6051 
4 24/,, 2800 | 2470 40 0,7470 
5 =, 2250 2150 40 0,3913 Glukoselésung 
6 = 2480 | 2030 40 0,4979 | U- Milzextrakt. 
7 ee 2260 1950 40 1,1454 
8 25/V 2170 1900 40 0,5976 
9 < 2460 2230 40 0,5551 
10 a 2450 2140 40 0,6916 
Durchschnittswert 0,6441 
ERGEBNISSE. 


Die Tabellen J-II zeigen, dass der Glykogengehalt des Muskels 
bei normalen Kaninchen durchschnittlich 0,85%, bei splenek- 
tomierten 0,47% betraigt. Die Glykogenbildung des Muskels wird 
also durch die Splenektomie durchschnittlich um 45% herabgesetzt. 

Aus der Tabelle III ist zu ersehen, dass der Glykogengehalt 
des Muskels von splenektomierten Kaninchen bei Zufuhr von 
Glukose und Milzextrakt durchschnittlich 0,64% betragt. Die 
Glykogenbildung des Muskels von splenektomierten Kaninchen 
wird dureh Zufuhr eigenen Milzextraktes durchschnittlich um 
38% wieder gesteigert, obwohl sie durch den Milzextrakt nicht zur 
Norm zuriickgebracht werden kann. 

Der Milzextrakt hat also eine die Glykogenie des Muskels 
foérdernde Wirkung ebenso, wie es bei der Leber der Fall war. 


ScHLUSS. 


1. Die Glykogenie des Muskels von normalen Kaninchen wird 
durch Splenektomie herabgesetzt. 
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2. Die durch Splenektomie herabgesetzte Glykogenie des 
Muskels wird durch Zufuhr eigenen Milzextraktes wieder gestei- 
gert. 
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STUDIES ON COMPOUNDS OF NUCLEIC ACID WITH 
CASEINOGEN, AND ON THE EFFECT OF NUCLEIC 
ACID ON THE FIBRINOGEN COAGULATION. 


By 


TAMOTSU KITAJIMA. 


(From the Institute of Biochemistry, Tokyo Imperial University. 
Director: Professor Dr. 8S. Kakiuchi.) 


(Received for publication August 15, 1933) 


I- INTRODUCTION. 


During the study of the effect of the presence of protein on 
the surface tension of the solution of surface active substance, 
Sugino (1928) found that the small amount of nucleic acid shifts 
quite abruptly the isoelectric point of protein, although there is 
almost no change in the surface tension of the solution. 

The present study elucidates the fact that the change of 
isoelectric point of the protein is caused by the formation of 
stéchiometrical compound of nucleic acid with protein. This pro- 
perty of nucleic acid for combining with protein was also found to 
be the cause of the retarding action of nucleinate on the coagula- 
tion of fibrinogen by thrombin. However, as calcium ion forms a 
less dissociable salt with nucleic acid, this retarding action of 
nucleinate on the coagulation of fibrinogen disappears on the 
addition of a proper amount of calciumion. 

In the following experiments the relation of isoelectric point 
and the composition of nucleic acid-protein compound was studied 
by the example of caseinogen and nucleic acid. The effect of 
nucleinate on blood clotting and its effect on the presence of 
calciumion was then followed in the succeeding sections. 


II. Mareriat AND Mernop. 


Caseinogen: The caseinogen after Hammersten was freed 
from watersoluble substances by the method of Robertson and 
Braisford (1907). 
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Nucleic acid: The nucleie acid used in this experiment was 
purified after Altmann, as follows; 25 gm. of nucleic acid (from 
yeast, Merck), was dissolved into about 700 cc. of water by means 
of a small amount of ammonia and acidified with dilute acetic acid, 
and centrifuged. The opalescent solution obtained was added with 
dilute hydrochloric acid to bring its concentration up to 3-5%o. 
Aleohol, containing 3-5%. hydrochloric acid, was then added to 
precipitate the nucleic acid. The purification was repeated again 
and dried with alcohol and ether. 

The deamination of caseinogen: 10gm. of caseinogen 
(Hammarsten) were dissolved into 500 ce. of 10% acetic acid, 
and the filtered solution was placed in a thermostat at 40°C. The 
fresh prepared solution of 10% NaNOgz was then dropped into a 
beaker containing caseinogen under constant stirring. The amount 
of nitrite solution was varied as 30, 60, 90, 120 and.180 ce. With 
the addition of nitrite solution, deaminized caseinogen flocculates 
out as yellow insoluble precipitate. After 20 minutes of stirring, 
the supernatant solution was decanted off and after several times 
of decantation the precipitates were dialysed against ice cold water 
for two weeks in a dark place, until the dialystate no longer showed 
flame reaction for sodium. The precipitate was then washed with 
alcohol and ether upon Buchner’s funnel and preserved in an 
exsiccator in a dried condition. 

Each preparate was called for convenience as Co, C30, Ceo, Coo, 
Cizo and Cygo, according to the amount of nitrite solution used. 
The degree of deamination was followed up by the determination 
of the remaining amino-nitrogen value obtained by the Van 
Slyke method. The result was given in Table I. 


III. THE CHANGE OF THE ISOELECTRIC POINT OF CASEINOGEN IN THE 
PRESENCE OF DIFFERENT AMOUNTS OF NUCLEIC ACID. 


As we all know, the isoelectric point of the caseinogen lies at 
pH 4.6. However, if some substance which combines with case- 
inogen is contained in the solution, the caseinogen precipitates out 
at different pH than the original caseinogen. The shift of the 
isoelectric point of the compound from that of pure caseinogen 
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TasLe I. 

Preparate Total nitrogen Amino nitrogen ences 
Total-N 

Co 14.20 0.59 0.041 

Cso 14.03 0.52 0.037 

Ceo 13.57 0.35 0.026 

Ooo 13.55 0.31 0.022 
Ciro 13.46 0.145 0.011 
Cis0 13.46 0.145 0.011 


increases as the amount of the substance added increases. 

We followed the change of optimal precipitation point of the 
caseinogen solution in the presence of various amounts of nucleic 
acid as follows: 

Each of the caseinogen solutions and nucleic acid solutions of 
various concentrations here used was prepared with 0.05N sodium 
hydroxide solution. 

2 ce. of caseinogen solution and a calculated amount of acetic 
acid which would give a required pH value with 2cc. of 0.05 NV 
NaOH, were mixed in a test tube and diluted with distilled water 
up to 18ce. 2cc. of nucleic acid solution mentioned above were 
then added to the mixture, well shaken and with the addition of 
two drops of alcohol the test tube was let stand with gum stopper 
over night. 10cc. of each filtrate got from the precipitate was 
concentrated to lec. and the amount of caseinogen therein was 
evaluated from the colour produced by tyrosin by Zuwerkalow’s 
method (1927). 

The colour scala were made as follows: 

50 ee. of phosphat buffer (pH 5.85) containing 10 drops of 1% 
sodium alizarinesulfate was prepared as stock colour solution and 
diluted with a different amount of buffer solution. 

In the evaluation of tyrosin content in the filtrate the colour 
produced by Zuwerkalow’s method shows an almost equal colora- 
tion of the broad zone in the neighborhood of the isoelectric point 
(see table III 1, 2, 3, 4). I have therefore assumed the content 
of the test tube at the center of these equal minimum colorations 
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TasLe II. 
Stock colour solution Buffer solution Colour scala 
5.00 ee. 1.00 ee. 100.00 
4.00 ,, 2.00 ,, 80.00 
3.00 ,, 3.00 ,, 60.00 
2.00 ,, 4.00 ,, 40.00 
1.50 ,, 4.50 ,, 30.00 
1265, 4.75 ,, 25.00 
1.00 ,, 5.00 ,, 20.00 
5 times diluted solution 
(eolour seala 20) 
6.00 ec. _ 20.00 
5.40 ,, 0.60 ee. 18.00 
4.80 ,, 1.20... 16.00 
4.20 ,, 1.80 ,, 14.00 
3.60 ,, 2.40 ,, 12.00 
3.00 .. 3.00 ,, 10.00 
2.40 ,, 3.60 ,, 8.00 
1.80 ,, 4.20 ,, 6.00 
1.20 ,, 4.80 ,, 4.00 
0.80 ., O20 5 3.00 
0.60 ,, 5.40"; 2.00 
0.45 ,, 5.55 ,. 1.50 
0.30 ,. 5.70 ., 1.00 
0.15 ,, 5.85 ,, . 0.50 
0.06 ,, 5.94 ., 0.20 
0.00 ,, 6.00 ,, 0.00 


as the isoelectric mixture and determined its acidity electrometri- 
eally. 

The isoelectric point of caseinogen-nucleic acid-compound. 

The concentration of caseinogen varied among 0.1% and 
0.01%, and that of nucleic acid M/2500 mol and M/20000. The 
isoelectric points of caseinogen-nucleic acid-compounds in these 
solutions are given in Table IV. 

If we plot the shift of the isoelectric point of caseinogen-nucleic 
acid-compound against the change of ratio of concentration of 
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TaBLeE III. 
The amount of caseinogen in the filtrate evaluated from the 
colour produced by tyrosin. 
1. Concentration of nucleic acid = M/2500. 


Concentration of caseinogen Co(%) 


pH 

0.10 0.075 0.05 0.025 0.01 
5.0 
4.9 
4.8 
4.7 
4.6 
4.5 
4.4 16 
4.3 6 
4.2 1.5 2 5 3 
4.1 2 1 2 15 
4.0 0.75 1.75 al 1 4 
3.9 0.5 0.5 0.5 0.75 1.5 
3.8 0.5 0.5 0.5 0.5’ 1.0 
3.7 0.5 0.5 0.5 0.5- 0.5 
3.6 0.5 0.5 0.5 0.5- 0.5- 
3.5 0.5 0.5 0.5 0.5- 0.5- 
3.4 0.5 0.5 0.5 0.5- 0.5- 
3.3 0.5 0.5 0.5 0.5- 0.5- 
3.2 0.5 0.5 0.5 0.5- 0.5- 
3.1 0.5 0.5 0.5 0.5- 0.5- 
3.0 0.5 0.5 0.5 0.5- 0.5- 
2.9 0.75 0.5 0.5 0.5— 0.5- 
2.8 al 0.5’ 0.5 0.5- 0.5- 
2.7 1.5 0.5” 0.5 0.5- 0.5- 
2.6 4 0.75 0.5’ 0.5- 0.5- 
2.5 1.5 0.75 0.5- 0.5- 
2.4 1 0.5- 0.5- 
2.3 2 0.75 0.5- 
2.2 1 0.5- 
2.1 2 0.5 
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2. Concentration of nucleic acid = M/5000. 


Concentration of caseinogen Co(%) 


pH 

0.10 0.075 0.05 0.025 0.01 
5.0 80 
4.9 60 
4.8 35 
4.7 16 25 30 
4.6 10 18 26 
4.5 6 10 16 
4.4 3 4 10 12 
4.3 2.5 2.5 4 12 6 
4.2 2 2 1 10 6 
4.1 2 2 0.5 2.5 5 
4.0 2 2 0.5 1 3 
3.9 2 2 0.5 0.5 2 
3.8 2 2% 0.5 0.5 1 
3.7 2 2 0.5 0.5 0.5 
3.6 2 2 0.5 0.5 0.5 
3.5 2.5 2 0.5 0.5 0.5 
3.4 6 2 0.5 0.5 0.5 
3.3 9 ro 0.5 0.5 0.5 
3:2 12 3 0.5 0.5 0.5 
3.1 5 0.5 0.5 0.5 
3.0 0.5 . 0.5 0.5 
2.9 z 0.5 0.5 
2.8 5 0.5 0.5 
2.7 0.5 0.5 
2.6 0.5 0.5 
2.5 1 0.5 
2.4 2 0.5 
2.8 0.5 
2.2 1 
2.1 2 


2.0 
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3. Concentration of nucleic acid = M/10000. 


Concentration of caseinogen Co(%) 


0.05 
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4. Concentration of nucleic acid = M/20000. 
ee ee 


Concentration of caseinogen Co(%) 


pH 

0.1 0.075 0.05 0.025 0.01 
5.0 60 90 100 
4.9 3 50 100 
4.8 2 8 80 20 
4.7 1.5 . eB 10 18 
4.6 15 1.5 4 12 
4.5 1.5 1.5 1 3 
4.4 15 15 1 1.5 5 
4.3 1.5 15 1 0.5 3 
4.2 1.5 15 1 0.5 1.5 
4.1 1.5 1.5 1 0.5 0.5 
4.0 3 1.5 7 0.5 0.5 
3.9 6 1.5 1 0.5 0.5 
3.8 10 2 1 0.5 0.5 
3.7 4 1.5 0.5 0.5 
3.6 10 3 0.5 0.5 
3.5 30 8 0.5 0.5 
3.4 0.5 0.5 
3.3 1 0.5 
3.2 2 0.5 
3.1 0.5 
3.0 0.5 
2.9 1 
2.8 1.5 
2.7 
2.6 
2.5 
2.4 
2.3 
2.2 
2.1 


2.0 


Compounds of nucleic acid with caseinogen. 131 


caseinogen and nucleic acid, we obtain the curve as shown in 
Figure 1. | 


(N, acid) 
(Casein) 
In Figure 1, the ratio of nucleic acid (m. mol) and caseinogen 
(%) is given as abscissa, while the isoelectric point is plotted in 
ordinate. 


x 1000 


— pH 


0.8 1 2 4 65 8 10 16 20 AQ 


(N. acid) 
(Casein) ay L009 


If we plot the ratio of the concentration of nucleic acid and 
caseinogen in logarithmic value we obtain Figure 2. 
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This table and figure show that caseinogen and nucleic acid 
combine together stéchiometrically and the isoelectric points of 
their compounds shift straight with the ratio of their constituents. 


IV. THE ISOELECTRIC POINT OF THE COMPOUND OF DEAMINIZED 
CASEINOGEN AND NUCLEIO ACID. 


As we have shown in the foregoing section, caseinogen forms 
compound with nucleic acid, the isoelectric point of which shifts 
with the concentration of nucleic acid in the mixture. We examined 
then the change of the isoelectric point in the case of deaminized 
coseinogen, It is reasonable to suppose that if the caseinogen is 
deaminized, it may become difficult to combine with nucleic acid 
and the shift of change in the isoelectric point slows down. 

The deaminized caseinogens used, were C30, Ceo, and Cigo, pre- 
pared as mentioned above. The values of the isoelectric point of 
the compounds produced by these caseinogens with various con- 
centration of nucleic acid given table IV. 


TABLE IV. 
Apes) paid) x 1000 Co Ceo Coo Ciso 
(Casein ) 
40 2.9 3.55 3.53 3.5 
20 3.0 3.6 3.56 3.5 
16 3.05 3.6 3.6 3.5 
10 3.3 3.65 3.6 3.52 
8 3.28 3.65 3.60 3.55 
5.3 3.48 3.7 3.65 3.58 
5 3.55 3.8 3.75 3.55 
4 3.62 3.85 3.75 3.55 
2.6 3.80 3.95 3.9 3.6 
2 3.85 4.1 4.0 3.6 
1.3 4.13 4.2 4.1 3.65 
1 4.2 4.3 4.15 3.7 
0.6 4.27 4.35 4.2 3.7 
0.5 4.35 4.4 4.25 3.7 


The curves of change of isoelectric point plotted against the 
ratio of nucelic acid and caseinogen deaminized differently are 
shown in figure 3. 
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(Casein) 


(N. acid) acid) x 1000 


As can be seen from the figure, the amount of nucleic acid 
combining. with differently deaminized caseinogen varies exactly 
proportionally with the amount of amino-nitrogen remaining 
undeaminized and in the presence of excess of nucleic acid. All 
of these deaminized caseinogen-nucleic acid compounds tend to 
show nearly the same isoelectric point (pH 3.5), while the 
deaminized caseinogen forms in the presence of excess of nucleic 
acid a compound, the isoelectric point of which lies in the far acidic 
reaction (pH 2.9). 

The result indicates to us the fact that the easily deaminizable 
portion of free amino radical in caseinogen forms with the nucleic 
acid a compound, which acts as more acidic substance. 


V. ‘THE EFFECT OF THE PRESENCE OF NUCLEIC ACID ON THE 
COAGULATION OF BLOOD. 


As the presence of a minute amount of nucleic acid shifts the 
isoelectric point of protein quite a good deal, the effect of nucleic 
acid on the coagulation time of blood was studied. 

The plasma used in the experiment was obtained from the 
oxalated horse blood by centrifugation. To a series of test tubes 
containing lec. of plasma and lee. of nucleic acid varying in 
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TABLE V. 

Nucleic acid in plasma Coagulation time of 
Plasma I Plasma II Plasma I Plasma IT 

K K 4'00” 5’30” 
M/32000 — 400” — 
M/16000 — 3°45” — 
M/ 8000 M/10240 3’30” 5'30” 
M/ 4000 M/ 5120 3°15” 5’30” 
M/ 2000 M/ 2560 3’00” 4’30” 
M/ 1000 M/ 1280 3’30” 3'45” 
M/ 6500 M/ 640 445” 4’30” 
M/ 250 M/ 320 9’00” 8’00” 


— Coagulation time 


M M M M ro 

K “7000 2000 1000 B00 (Plasma I) oe 
M M M M te 

¥ 0 “eae Pl aol 
5120 2560 1820 320 (Plasma II) aa 


— Concentration of nucleic acid. 


concentration between 1/32000 and 1/250 mol in Plasma I and 
1/10240 and 1/320 mol in Plasma II, were added 5 drops of 1% 
CaCle, well mixed and placed in the thermostat at 40°C. 
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The time of coagulation is given in Table V and Figure 4. 

As is clear from these tables and figures the presence of a 
minute amount of nucleic acid rather promotes the coagulation 
time, and at certain concentration the coagulation time shows the 
minimum, while the greater amount of nucleic acid retards the 
coagulation in a great degree. This result tells to us the fact that 
a large amount of nucleic acid retards the coagulation. We can 
not, however, draw any conclusion from this experiment in regard 
to the promoting action of nucleic acid on coagulation, because 
in this experiment plasma contained a certain amount of oxalate 
for inhibition of the production of thrombin, which is over-matched 
by the addition of 5 drops of 1% CaCle. As we all know, too much 
of calcium chloride may retard the coagulation and the relative 
amount of oxalate present and calcium chloride added may give 
different results. I have therefore repeated the experiment with 
pure fibrinogen and thrombin. 

Fibrinogen: Every 25 ce. of horse plasma were taken in each 
Erlenmyer flask and diluted with the same amount of half-saturated 
sodium chloride solution. Upon the addition of 25 ce. of saturated 
sodium chloride solution to this mixture we get fibrinogen, which 
can be purified further. The fibrinogen was dissolved into 25 ec. of 
1% solution and added to again with the same volume of saturated 
sodium chloride solution. This treatment of purification was re- 
peated the second time and the final products obtained from each 
flask were combined and dissolved in 1% sodium chloride solution. 
This solution contained 0.368% of fibrinogen and was entirely free 
from calcium. 

Thrombin: 2,5 gm. of repeatedly washed fibrin, finely divided, 
were put into 100 cc. of 8 percent sodium chloride solution and 
placed in an ice chest for about 17-48 hours. The supernatant clear 
thrombin solution was kept in another flask. This thrombin solu- 
tion contains 5.67 mg% of calcium, and 0.025% of nitrogen. 


VI. THE EFFECT OF THE PRESENCE OF NUCLEIC ON THE 
COAGULATION OF PURE FIBRINOGEN. 


With the fibrinogen and thrombin solution prepared as 
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described in the foregoing section, I have repeated the examination 
of the effect of nucleic acid on the coagulation of fibrinogen. The 
mixture of 2cc. of fibrinogen solution and 2cc. of nucleic acid 
of various concentration, ranging from M/100 to M/12800, was 
added with 1ce. of thrombin solution and placed in a thermostat 
at 40°C to follow the change in the coagulation time. The results 
are given in Table VI. 


TABLE VI. 


Concentration of 


creiehe nell Fibrinogen I Fibrinogen ITI Fibrinogen IIT 


K 800” 400” 515” 


M/12800 800” 400” 515” 
M/ 6400 800” 400” 515” 
M/ 3200 8°00” 4’00” 5’15” 
M/ 1600 1000” 430” 5’30” 
M/ 800 14’00” 5’00” 6°45” 
M/ 400 25'00” 700” 13’00” 


As is clear from the table, nucleic acid has almost no effect 
on the coagulation time in the concentration below M/3200. Ina 
more concentrated solution, the presence of nucleic acid prolongs 
the coagulation time and its effect increases with its concentration. 
This prolongation of coagulation time can be annulled by the 
addition of a certain amount of calcium chloride although the 
excess of calcium chloride retards the coagulation time again. 

As can be seen from Table VI (Fibrinogen III), while the 
presence of M/800 of nucleic acid prolongs the coagulation time 
of fibrinogen from 5’15” to 6’45”, the addition of 5 drops of 0.01 M 
calcium chloride to 4ce. of such coagulating system annulls the 
effect of nucleic acid. The excess of calcium chloride retards again 
the coagulation of fibrinogen. 


VII. THE DISSOCIATION OF CALCIUM NUCLEINATE. 
In the foregoing section we have seen that the retarding effect 
of nucleinate on the coagulation of fibrinogen can be annulled by 
the proper amount of calcium salt. This fact suggests to us the 
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Taste VII. 
lec. of M/100 nucleic acid in phosphat buffer (pH 7.4) +2 ee. 
of fibrinogen III +1 cc. of thrombin+5 drops 
of calcium chloride. 


Concentration of CaCl 


solution (mol.) Coagulation time 


0 6'45” 
0.0001 5’30” 
0.001 5’30” 
0.01 5°25” 
0.1 930” 
Control with no 5'15” 


nucleic acid added 


possibility that calcium forms the least dissociable salt with 
nucleinate anion. To test the validity of this view some conduc- 
tivity experiments were conducted. 

Previous to that experiment, the electrometrical titration of 
nucleic acid was performed to find out its equivalent value as acid. 
The nucleic acid used was purified by the Altmann method from 
Mercks preparation. The contents of nitrogen and phosphorus 
were 15.02% and 9.15% respectively, nearly corresponding to the 
theoretical values of N:P=15:4. Each of 1/4000 gram Mol of 
nucleic acid was added with an increasing amount of 0.1N NaOH, 
and the pH value of the resultant solution was determined electri- 
eally. For the pH determination, Quinhydron elected was used at 
pH value below 8, while gas electrod was used above pH 8. As is 
clear from Table VIII, nucleic acid was found as a tetrabasic acid. 

For the conductivity experiment various amount of M/50 
sodium nucleinate were added to 4cc. of M/20.89 CaClo, and the 
mixture was diluted to 100cc. with conductivity water, and the 
conductivity of this solution was measured at 25°C. 

The conductivities of calcium chloride solution and those of 
nucleinate solutions of various concentration were also measured. 
The conductivity of mixed solution was compared with the sum of 
calcium chloride and nucleinate solutions. The result is shown in 
the table IX. 
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TABLE VIII. 
The electrometrical titration of nucleic acid. 


Amount of 0.1N NaOH 


added to 1/4000 gram Mol. pH 
0 2.00 
0.84 2.14 
1.70 2.31 
2.20 2.41 
2.65 2.56 
3.34 2.78 
3.70 2.98 
4.36 3.24 
5.47 3.84 
6.74 4.42 
7.70 5.06 
8.57 5.78 
9.48 6.62 
9.89 7.08 
10.33 7.54 
10.47 8.18 
10.68 8.69 
11.27 9.16 
11.42 9.29 
12:22 9.57 
13.61 10.14 
TaBLE IX. 
Concentra- Conducti- rig eee Condue- y terie J 
tion of vity of / 1/592.25 | tivityot | "vityof | calculated 
nucleinate sodium CaCl, component mixed and found 
nucleinate solution solution solution value 
M x 10 x 107 x 10 
0.001 2.81 7.64 5.84 1.80 
0.002 5.19 4.83 10.02 6.89 3.13 
0.004 9,25 14.08 11.40 2.68 


J. emia 
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As is clear from the table, the conductivity of the mixture of 
calcium chloride and sodium nucleinate is smaller than the sum of 
the conductivity of their own solution. If we assume that calcium 
is combined entirely as undissociable nucleinate, this difference 
will be equal to the sum of conductivity of 0.002 M calcium chloride 
and of 0.001 M sodium nucleinate less that of 0.004 M of sodium 
chloride. The calculated value is found be about 2.6x10~. This 
conductivity experiment shows to us clearly that sodium nucleinate 
forms less dissociated calcium salt in the solution. 


VIII. Concuusion. 


1. Nucleic acid combines with caseinogen stéchiometrically 
and the isoelectric point of the compound shifts straightway with 
the ratio of their constituents. 

2. Deaminized caseinogen combines with nucleic acid in an 
amount according to its remaining amino-nitrogen content. The 
isoelectric point of their compounds fully combined with nucleic 
acid tends to show the same value. 

3. The easily deaminizable portion of amino group forms 
_ with nucleic acid an easily ionizable nucleinate. 

4. The presence of nucleic acid retards the time of coagula- 
tion of fibrinogen by thrombin. This prolongation of coagulation 
time disappears whenever a certain amount of calcium chloride is 
added into the mixture. 

5. Calcium ion combined with stéchiometrie amount of nucleic 
acid to hardly dissociable salt. 
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INTRODUCTORY. 


It is a well known fact that because of their ampholytic charac- 
ter many lipoids may combine with various chemical substances 
and that it is very hard to prepare them free from other substances. 
Many reports that lipoid substances act as antigen when injected 
with pig serum should be reflected on from this fact. Lipoid, which 
is prepared only through extraction and precipitation by means of 
different organic solvents, is far from being pure in this respect, 
and a preparation, which is isolated as double salt, is to be preferred. 
I have tried, therefore, to study the antigenic property of phos- 
pholipin by comparing it with materials of various preparative 
methods. With the view in mind that the hydrogenation of lipoid 
makes lipoid more hydrophobic and consequently easily separable 
from other impurities, I hydrogenated impure phospholipin and 
separated it into the chloroform soluble phospholipin proper frac- 
tion and the water soluble impurity fraction to compare their 
antigenic properties. 


IJ. EXPERIMENT WITH PURE PHOSPHOLIPIN, PREPARED BY 
Capmium DovusuE Sautt METHOop. 
A. Preparation of Lipoid I (purified phospholipin) 
used in this experiment. 

A certain amount of egg-yolk was thoroughly shaken with an 
equal quantity of pure aceton and filtered by suction on the follow- 
ing day. The precipitate was then extracted with 2-3 volumes of 
absolute alcohol on a shaking machine for several hours and filtered. 
The extraction was repeated three times with renewal of alcohol. 
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To the total filtrate was added the saturated alcoholic solution of 
cadmium chloride, and the double salt of lipoid obtained was freed 
from the mother liquor by centrifugation. The precipitate was 
washed with pure alcohol several times, followed by ether, until the 
yellow coloration disappeared. After the evaporation of ether, 
lipoid-cadmium-double salt was suspended in pure alcohol and dis- 
solved by heating on a water bath. The insoluble residue was 
discarded. To the hot alcoholic solution powdered ammonium 
carbonate was added in small portions, until the solution became 
feebly alkaline against litmus paper and filtered hot. After cool- 
ing, lipoid was again precipitated as cadmium double salt, washed 
with absolute alcohol two or three times and recrystallized from 
the mixture of alcohol and acetic ester (2:1). The crystals were 
then dissolved in hot alcohol and decomposed by powdered 
ammonium carbonate. The filtrate was evaporated in vacuo at 
40° under the slow current of carbon dioxide until it became 
syrupy. Lipoid was then taken up in a small amount of ether 
and precipitated by the addition of excess of aceton. The pre- 
cipitate was again dissolved in ether, and reprecipitated by aceton. 
The lipoid thus obtained was entirely colourless and could be kept 
unaltered in a brown coloured bottle under aceton. The analysis 
of this pure lipoid gave the following result. 

Total Nitrogen...:1,78% (by Microkjeldahl) 

Phosphorus.......3,45% (by the Bell-Doisy method) 

PN 1 14,26 


B. Method of Immunization. 


Rabbit, which weighed about 2,5 kg, and the blood of which 
showed no complement fixation and floccurent reaction, was always 
used for immunisation. Lipoid-pigserum mixture was prepared by 
quickly mixing 3 cc. of 10% lipoid alcoholic solution and 30 ce. of 
5% pig serum. Sodium oleate Merck was added in amount of 0.5% 
to secure the emulsification of lipoid. This lipoid-pigserum mixture 
was put aside at ordinary temperature for 1 hour, and 10 cc. of 
the mixture were injected into the marginal vein of rabbit ear. 
Injections were carried out every day for 3 or 4 weeks, with an 
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intermission of 3-5 days between every week. On the 5th day after 
the last injection, the blood was taken out for the examination of 
antibody formation. 


C. Determination of the degree of antibody formation. 
The degree of antibody formation was estimated by two follow- 
ing methods. 


1) Browning’s reaction. 

The original Browning method was usually followed. When 
the anticomplementary action of antiserum was augmented, 
Ogimori’s modification (1932) was used. 

Antiserum was inactivated by heating it for 30 minutes at 
56°C. Hach time 0,5 ec. of the 10 times diluted solution of this 
inactivated serum was used. Antibody detector (so-called test tube 
antigen) used was 0,5cce, 1/30% lipoid emulsion following the 
Sachs-Klopfstock method (1925). 

Complement. The minimal amount of guinea pig serum, which 
hemolyses 0,5 cem. of 5% ox blood corpuscles completely in the 
presence of 2,5 units of ox blood hemolysin, was taken as one 
unit. In this experiment, the lowest amount of complement taken 
was 2 units and an increase by 2 units was made in all succeeding 
tubes, 

Hemolytic system. Ox blood and its hemolysin were used. It 
consists of lec. of 5% suspension of ox blood corpuscles con- 
taining 5 units of ox hemolysin. 

Procedure. A series of test tubes containing 0,5 ccm. of anti- 
body detector, 0,5 ccm. of 10% antiserum solution and increasing 
units of complement (2, 4, 6, etc.) in succession were placed in an 
incubator at 37°C, 

After a lapse of 1,5 hous, 0.5cc. of sensibilized ox blood 
corpuscles were added to each tube, and the tubes were further 
ineubated at 37° for 114 hours. At the end of that time the grade 
of hemolysis was read and the degree of antibody formation was 
determined. Cases where no hemolyses occurred are noted as (—), 
and complete hemolysis is shown as (#), while in intermediate 
cases signs as (+), (+) and (+) are used. 
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2) Flocculation reaction. 

The antibody detector was prepared according to Levene, 
Landsteiner and Van der Scheer (1927) by adding quickly 
5 parts of 0,9% sodium chloride solution into 1 part of 0,5% 
alcoholic solution of lipoid. Antiserum was inactivated and diluted 
2, 5, and 10 times, ete. 

For the test, a mixture of 0,5 ec. each of both antibody 
detector and antiserum was placed at room temperature for 18-20 
hours and the degree of flocculation was observed. 

(—) indicates cases, where no flocculation occurred, and (+ ) 
denotes cases where flocculation is complete with clear medium, 
while (+), (+), (+) are used for intermediate cases. 


D. Results. 
The formation of antibody by the repeated injection of lipoid 
I failed entirely as is shown in Table I. 


TABLE I. 
Antiserum against Lipoid I. 
Antibody detector, Lipoid I. 


Browning’s reaction. 


Units of complement 
No. of rabbit 


tw 
» 
for) 


1 tit tt ‘ tt 
tt aia Ht 
3 tt tt Ht 
Flocculation test. 
Dilution of antiserum. 
No. of rabbit = 


wo to 
| 
| 
| 
| 
| 
| 


II. Experiment witH IMPURE 
PHOSPHOLIN PREPARED BY MEANS OF ORGANIC SOLVENTS. 
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Alcoholic extract of egg-yolk obtained as experiment I was 
evaporated in vacuo at 40°-42° under the slow current of carbon 
dioxide until it became syrupy. Lipoid was then taken up in small 
amount of ether and precipitated by the addition of excess of 
aceton. The precipitate was again dissolved in ether, freed from 
insoluble portion by centrifugation, and reprecipitated by aceton. 
Lipoid thus obtained was kept in a brown bottle under aceton. 

The analysis of lipoid solution gave the following result. 

Total nitrogen .......... 0,255 mg/ee. 
Phosphorus 27.2. ..2v ee 3% 0,418 mg/ce. 
Poe N= > 1349, 

The immunization with this lipoid II was carried out just as 
is stated in Experiment I. Antiserum obtained from the treated 
animal gave the following results. 


TaBLE ITI. 
Antiserum against Lipoid II. 
Antibody detector: Lipoid II. 


Browning’s reaction. 


Unit of complement 
No. of rabbit 


2 4 6 

st tte tt 

5 + te tt 
6 =e +H. tt 


Floceulation test. 


Dilution of antiserum 


No. of rabbit 


From Table II we can see that the impure lipoid has antibody- 
inducing nature, although it is far less than that of Lecithin Merck, 
used in the following experiment. That this antibody-inducing 
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character of impure lipoid, when considered together with the 
result of Experiment I, is due to a substance or substances other 
than pure lipoid seems quite probable. 


Til. Experiment with LecitHin MERCK EX OVO. 


Lecithin Merck ex ovo was a dark resin like substance and gave 

the following data by analysis. 

Total nitrogen a» .weitmies fsis«it 1,62% 

Phosphorag). o.oo... Hemmeyigle 2.75% 

P\:oN. = de: 1,31. 
Immunization with this lipoid III was carried out just the same 
as is stated under Experiment I. The antiserum obtained gave the 
result shown in Table III. 

TaBLE IIT. 


Antiserum against Lecithin Merck. 
Antibody detector: Lecthin Merck. 


Browning’s reaction. 


Unit of complement 


No. of rabbit 


2 4 6 

10 = — +t 

11 = - ++ 

12 - - +h 

Flocculation test. 
Dilution of antiserum 
No. of rabbit a a eS 
2 5 10 20 50 100 200 

10 te tit At = + + + 
11 tt 4b 4 ++ + a + 
+t te +b + | + + 


12 tt 


From Table III we can see that Lecithin Merck ex ovo has a 
stronger antigenic character than fresh prepared lipoid II of the 
preceding experiment. Whether the amount of active substance 
is larger in Merck’s sample than that of my own preparation, or 
whether the difference is partly due to the difference in the physical 


| 
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characters of lipoid-impurity-mixture, we can not say. As, how- 
ever, it seems quite possible that the change produced by the action 
of light and oxygen may augment the formation of antibody, I have 
tried to study the effect of partial oxydation of impure lipoid by 
a small amount of potassium permanganate on the antibody induc- 
ing action. 


IV. EXPERIMENT wItH IMPURE PHOSPHOLIPIN PARTIALLY 
OXIDISED BY Potassium PERMANGANATE. 


The alcoholic solution of lipoid II was cooled to —10° and 
a small amount of 10%, methyl-alcoholic solution of potassium 
permanganate was added to. Alcohol is evaporated in vacuo at 40° 
under the slow current of carbon dioxide. This is called for con- 
venience lipoid IV. 

The result of Browing’s reaction test on the antiserum obtained 
by immunisation with this lipoid is as follows. 


TABLE IV. 


Antiserum against: Lipoid IV. 
Antibody detector: Lipoid IV. 


Browning’s reaction. 


Unit of complement 
No. of rabbit 


4 6 
13 = tt 
14 + tt 


The comparision of this result with that of experiment II, 
clearly indicates that the antibody-inducing character of impure 
lipoid is augmented by the change produced by the partial oxyda- 
tion. 


V. EXPERIMENT WITH HypDROGENATED IMPURE 
PHOSPHOLIPIN. 


Although it is clear from Experiment I that the pure lipoid 
has no antibody-inducing action on animal organisms one can not 
say at once that the antibody inducing action is not due to lipoid 
substance, as active lipoid substance may be eliminated during the 
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purification. I tried now to decide whether the antibody inducing 
substance of impure lipoid is really of lipoid nature or not, by 
hydrogenating the unsaturated lipoid by means of catalytic hydro- 
genation by the presence of platin black and to easily separate the 
less water insoluble hydrogenated lipoid from the water soluble 
impurities. In this method of analysis it is quite important that 
the antibody inducing action is not destroyed by the hydrogenation. 
As will be shown below there occurred no reduction of action by 
the hydrogenation. This being the case, the separation of lipoid 
substance and impurities becomes an interesting test of examining 
the nature of active antibody inducing substance. 

Hydrogenation. Hydrogenation of impure lipoid was per- 
formed as follows. 1-0,5% alcoholic solution of lipoid II was 
suspended with platin black in an amount of 60-80% of the solute 
and hydrogenated at 65-70° by the current of hydrogen, which was 
washed through alkaline 2% potassium permanganate solution and 
5% sodium hydroxyd solution and finally saturated with alcoholic 
vapour by passing through absolute alcohol warmed at 65-70°. 
Yellow colour of alcoholic lipoid solution entirely faded away after 
15-30 minutes of hydrogenation. The hydrogenation was carried 
out about 1 hour longer after the decolouration occurred. The 
mixture was kept hot 30 minutes after hydrogenation to let platin 
black settle down and filtered hot. The filtrate was colourless 
and clear, and separated out white hydrogenated lipoid after 
cooling. After the removal of separated hydrogenated lipoid, 
hydrogenation of the filtrate was once more repeated and filtered 
hot. Alcoholic filtrate was evaporated in vacuo at 50° and well 
mixed with hydrogenated lipoid precipitate obtained by the first 
hydrogenation. Hydrogenated impure lipoid thus obtained was 
pure white powder. The analysis gives the following results. 

Iodine number.... 3,1 (after Hanus). 
Total nitrogen.... 1,53%, Phosphorus... .2,56% 
P: N= 1 29;47: 

Immunisation. 5 ce. of warm 10% aleoholie solution of hydro- 
genated lipoid were poured into 40 cem. of boiled 5% glucose solu- 
tion containing 0,5% of sodium oleinate. After cooling, 2,5 cc. of 
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pig serum was added and filled with 5% glucose solution to the 
mark at 50cce. After the lapse of one hour at room temperature, 
10 cem. of the mixture was injected intervenously. The duration 
and interval of injection remain the same as in the previous ex- 
periments. For Browning’s reaction, antibody detector was 
made by dissolving lec. of 1% aleoholic solution of impure 
hydrogenated lipoid into 30 ee. of boiling distilled water. Directly 
before the addition of hemolytic system 0,5 ec. of 1,8% sodium 
chloride solution was added. 

For the preparation of antibody detector and the dilution of 
antiserum distilled water was used. 

The result. The result of Browning’s reaction and floccula- 
tion test with the antiserum obtained was as follows. 


TABLE V. 


Antiserum against hydrogenated impure lipoid. 
Antibody detector: hydrogenated impure lipoid. 


Browning’s reaction. 


Units of complement 


No. of rabbit 


15 
16 
17 


Floceulation test. 


Dilution of antiserum 
No. of rabbit 


2 5 10 20 50 100 200 
15 H+ | Ht Hh +t + + + 
16. Hh Ht am +H +H +t + 
17 Ht Ht Ht Ht Hh + + 


Table V indicates to us that the antibody-inducing property 
of impure lipoid is not decreased by the hydrogenation. It is 
noteworthy that both Browning’s reaction and flocculation test 
are brought about much more strongly with hydrogenated lipoid 
than with non-hydrogenated lipoid. 
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VI. EXPERIMENT WITH THE CHLOROFORM SOLUBLE AND WATER 
SoLuBLE PorTIONS of HYDROGENATED 
Impure Liporp. 


As the preceding experiment shows, hydrogenated impure 
lipoid still retains the antibody-inducing character. I tried to 
separate the mixture into chloroform soluble lipoid fraction and 
water soluble fraction and to test their antibody inducing property. 

To obtain this separation, hydrogenated impure lipoid was 
dissolved in chloroform and shaken with water (pH 2-3) contain- 
ing about 1/3 its volume of alcohol to avoid emulsion formation, 
according to the method of Sano (1922). 

The chloroform portion was shaken with water (pH 2-3) 
several times, while the water portion was repeatedly extracted 
with chloroform at pH 2-3. The chloroform portion was freed 
from chloroform by evaporation in vacuo at the temperature below 
50° and recrystallized many times from acetic ester. The analysis 
gives the following result. 

Totalonitrogen ........... 1,83% 
PROSOROTUG oo. oko anahuns « « 3,66 % 
PP: Nie d-> 38 

Iodine number 1,6. 

The antiserum was obtained by the injection of chloroform 
soluble hydrogenated phospholipin and Browning’s reaction was 
performed with the same purified hydrogenated lipoid as antibody 
detector. The result is shown in Table VI. 


TABLE VI. 
Antiserum against chloroform soluble portion of hydrolipoid. 
Antibody detector: chloroform soluble portion of hydrolipoid. 
Browning’s reaction. 


Unit of complement 


No. of rabbit oT 
2 4 6 
18 tt tHe tt 
19 Hh tt +H 
20 +H tt tt 
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This result, compared with that of Table V, indicates clearly 
that the chloroform soluble portion plays almost no part as anti- 
body-inducing substance. As the yield of water soluble portion 
was quite scarce, the immunisation experiment was impossible, and 
this part of the experiment has now been carried out in this labora- 
tory by another friend. I performed the Browning test with this 
water soluble portion as antibody detector for antiserum obtained 
against hydrogenated impure lipoid described in Experiment V. 


TaBLe VII. 
Antiserum against hydrogenated impure lipoid. 
Antibody detector: water soluble portion of hydrogenated impure lipoid. 
Browning’s reaction. 


Unit of complement 


No. of rabbit 


15 
16 
17 


As Table VII shows, the water soluble portion of hydrolipoid 
acts quite strongly as antibody detector of antiserum obtained by 
immunisation for hydrolipoid. This fact indicates to us that the 
antibody inducing character of phospholipin of usual preparation 
is due to impurity, which upon hydrogenation, becomes separable 
from the lipoid and easily soluble in a water layer. 


CoNCLUSION. 


1. Impure lipoid, fresh prepared from egg-yolk, shows only a 
feeble antigenic action, when injected together with pig serum inio 
an animal body. 

2. Pure lipoid, carefully purified by the cadmium chloride 
double salt method from impure lipoid above mentioned, has no 
action as antigen. 

3. Antibody-inducing action of impure lipoid is increased by 
hydrogenation. 

4. Purified hydrogenated lipoid is almost devoid of antibody- 
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inducing property. 

5. By the separation of hydrogenated impure lipoid in chloro- 
form soluble and water soluble fractions the antibody-inducing 
property is collected in water soluble portion. 
gecGi : Antibody-inducing property of impure lipoid is increased 
by the partial oxidation as when treated with potassium per- 
manganate, 
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INTRODUCTION. 


Some alkaloids act quite effectively even in a minute amount, 
while others do not act in fairly concentrated solution. To find any 
relation existing between the surface activity and pharmacological 
action of alkaloid, I have determined the surface tension of some 
26 alkaloids and compared their constitutional formulae. 

The resluts described below are considered from two separate 
view points, one discussing the relation between the chemical con- 
stitution and surface activity of alkaloid, and the other trying to 
find out the nature of pharmacological action of surface active 
alkaloid. 


I. APPARATUS. 


The surface tension of the solution is measured by the Lenard 
method (1924). The absolute value of the surface tension may be 
calculated by the following formula. 

ee? eli at 8 La 
o= E (L—2r) —rV(p” —p’) 8 anad S(L+ ; )] x 9.81 
o= Surface tension in dyne/cm. 
p’”’ =Maximum weight in gm. 
p’=Weight of stirrup in the same position, but without 
liquid membrane. 
L=Length of measure wire in em. 
r= Radius of measure wire in cm. 
S=Specifie weight of liquid. 
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I have, however, always expressed the value in relative surface 
tension to get a comparison from several experiments. The relative 
surface tension is obtained by dividing the surface tension of a 
solution at a certain temperature with the surface tension of water 
at the same temperature. Four stirrups made of constantan were 
prepared. The measurewire is 0.06 mm thick and framewire, 0.5 
mm thick. The length of measurewire is 19.98, 19,91, 10.10 and 
9.84 mm respectively. 

Examination of stirrups. Measurements were made with these 
four stirrups on ether, alcohol, and benzene, all of which were 
purified by redistillation, and these values were compared with 
those of Traube (1912). 


TABLE I. 
Stirrup 
Traube’s 
I II III Iv by 
Ether 17.49 17.38 17.27 17.34 16.1 
Aleohol 22.55 22.47 22.30 22.45 21.6 
28.4 


Benzene 29.02 28.98 28.81 28.90 


The surface tension of distilled water at 18° was also deter- 
mined with these stirrups and the value obtained was compared 
with the results of other authors, obtained by different methods. 


\ 


TaBLE II. 
Method Observer Surface tension dyne/em 

Reflection method Hotvés 72.30 
of EHétvos Lenard 72.20 
Swinging stream Bohr 72.30 
Stocker 72.48 
Stirrup Lenard 73.93 
Zachmann 72.98 
Freundlich 72.65 
Suzuki : 72.16 
Stirrup I 73.07 
3 II 72.76 
5 III 72.63 


Ree : 72.60 
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My value is the nearest to that of Freundlich obtained by the 
stirrup method. Of four stirrups I chose the smallest stirrup IV 
(wirelength 9.84 mm) and used it throughout in all of the follow- 
ing experiments. 

Experimental error. The range of experimental error of rela- 
tive surface tension remains within +0.003. 


Il. Mareriazs. 


The number of alkaloids examined in this experiment are 26 
in all. The surface tension of atoxyl was determined also. Most 
of these materials were the preparation of Merck or Kahlbaum and 
all of them were purified by recrystallization from water, alcohol 
or ether as base, chloride or sulphate. Nicotin was purified as 
tartarate and preserved in a hydrogen atmosphere. 


Quinine sulphate Papaverin HCl Novocain HCl 
Quinidine Narcotin Veratrin 

Cinchonine Hydrastin Emetin HCl 
Isoamylhydrocuprein (HCl). Hydrastinin HCl Physostigmin (H2SO;) 
Quinaic acid Cotarnin HCl 

Strychnin H2SO, Nicotintartarate Ephedrin HCl 
Brucin Atropinsulphate Pilocarpin HCl 
Morphin HCl Scopolamin HBr Cholin HCl 

Codein phosphate Cocain HCl Atoxyl. 

Apomorphin HCl Tropacocain HCl 


III. Metruop or EXAMINATION. 


To determine the surface activity of the solution of various 
alkaloids it is necessary to remember several points. As is known 
to all, the surface tension of the solution is dependent on the con- 
centration of the solute, on the acidity of the solution and on the 
presence of salt or protein. The following determinations were 
therefore performed with all alkaloids. 

1) The concentration of alkaloid being taken as constant, the 
change in surface tension of the solution was followed by successive 
additions of alkali and the pH value of the solution was also 
determined after every addition of alkali. The concentration of 
alkaloid was ordinarily taken as 0.002m. When the alkaloid was 


156 T. Suzuki: 


less active, the concentration was increased to 0.01m. Any alkaloid 
that remained inactive at this concentration on the addition of 
alkali, was assumed to be inactive. 


Fig. 1. 
Relation between pH and relative surface tension of alealoid. 


0.60 
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Ee} 
3 / 

0.80 

bi) 
0.90 


_. Ephedrin 
« Nicotin 


2) The concentration of alkali in the solution was taken 
constant at the value, which is a little higher than the value of 
alkali added in 1) to set free all of the alkaloid present. 

To this alkaline solution each alkaloid was added in an increas- 
ing amount and the change of surface tension was studied. 
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Fig. 2. 
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3) To measure the surface activity of alkaloid solution at the 
physiological possible condition Sérensen’s 0.15 mol phosphate 
buffer solution of pH 7.48 was used as medium. The depression of 
freezing point of this buffer solution was found to be 0.610°. The 
buffer solution contains 0.0260 mol KH.PO, and 0.1240 mol 
NazHPOs,. 

To this buffer solution an increasing amount of alkaloid was 
added and the surface tension of the solution was determined. 

4) To the alkaloid solution containing 0.15 mol phosphate 
buffer solution, various amounts of albumine was added and the 
effect of the addition of albumin on the surface tension of alkaloid 
was followed. 
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IV. Tue DETERMINATION oF HyDROGEN JON 
CONCENTRATION. 


In the determination of hydrogen ion concentration of the 
solution both the electric and colorimetric method were used. In 
some cases only the colorimetric method was available, as the 
precipitation of alkaloid covered the electrode and made the electro- 
metric determination impossible (Narcotin, Brucin), while on the 
other hand there was only electrometric estimation available as 
in the ease of physostigmin, which on the addition of alkali turned 
red and made colorimetric method impossible. For the colorimetric 
method nitrophenol, phenolphthalein and alizarinyellow were used 
-as indicators. 


V. THE PREPARATION OF ALBUMIN. 


To the egg white of fresh eggs was slowly added an equal 
amount of saturated ammonium sulphate solution, and, after being 
mixed well, let stand over night. The globuline precipitate was 
centrifuged off and the supernatant liquid was filtered through fat 
free filter paper. 10% acetic acid was added to the filtrate until 
the whole fluid became turbid. On examination under the 
microscope, crystal formation was found to be well established and 
again the solution was let stand over night. 

The precipitate formed was collected with.centrifuge, dissolved 
to the same volume of water, and filtered. 

The saturated ammonium sulphate was dropped in to the 
filtrate, until the whole fluid became turbid. The next morning, the 
precipitate was collected by centrifugation. These precipitation 
and dissolution procedures were repeated ten times. The final 
precipitate was dialysed against tap water over 48 hours until the 
reaction for SO4- ion almost disappeared; then the dialysis against 
distilled water was continued for two days. During the dialysis, 
toluene was added to the solution as a preservative. The con- 
centration of albumin thus obtained was 2.5-4%. 

The surface tension of the solution containing this purified 
albumin was found to be as follows: 
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TABLE IV. 


Concentration of albumin % 


Surface tension 


0.1 0.2 


0.956 0.935 


VI. CONSIDERATION ON THE RELATION BETWEEN CHEMICAL 
CONSTRUCTION AND SURFACE ACTIVITY. 


1. Quinine, quinidin, cinchonin and isoamylhydrocuprein 


are quite active. 


f-vinylchinuclidin or f-ethyl-chinuclidin groups. 


The activity is due perhaps to the presence of 


The activity 


seems to be augmented by the presence of methoxy-group. Quinine 
and quinidin, containing one methoxy group in quinoline ring, 


are more active than cinchonin without it. 


Isoamylhydrocuprein, 


which contains amyloxy group instead of methoxy, and ethyl group 
instead of vinyl group of quinine, is exceptionally active. 


the most active 
CH 
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2. Of Isoquinolin derivatives Hydrastinin and Cotarnin were 
found inactive, while their Meconin-derivatives with methoxy 
groups, Hydrastin and Narcotin, are very surface active. 

inactive 


active H 
C 
ne# \ ¢- OCH: 
: Hydrastin 
Hydrastinin DAN JE OCHs 
H HC Cc 
HOHC Oo | 
OF O—CO 
CHyN OC 6-0. H 
| ff | DoH Y nn Pr cn 
H:C Cc CHs:N Cc C- 
Pay : Se 
co ‘SO | I I CH 
He H H:C Cc C- 
\o7 No% 
Bae ntcdl 
H 
Narcotin C 
Hc4 \o-ocHs 
Cotarnin 
OOH: Von Z& OCHs 
HOHC OG HC 
4\ \o—co 
CHs:N : C-O. OCHs 
CH 
m b-07 le TSN 
\o% \oZ ORs Bo ge” Qa 
i, [| oo] DCH: 
HC C 
\ a7 \o% 
H: H 


Papaverin, containing four methoxy groups, two in benzyl ring and 
two in isoquinolin ring, is also quite a surface active substance. 


OCH: 
| 


Paraverin C . 
07 ‘e -OCH; 
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3. Of the tropin derivatives tropin, ekgonin (tropincarbonic 
acid) and benzoylekgonin are all inactive, while benzoylmethyl 
ekgonin (cocain) and tropacocain, (benzoylpseudotropin) are 
surface active. Pharmacological action of these compounds is pre- 
cisely coincident with their surface activity. 


inactive active 
Tropin 

H.C—-—CH. CH. 

N-CHs CHOH 
H2C——-CH. CHa 

Ekgonin (Tropincarbonsiure) Cocain (Benzoylmethylekgonin) 

H.C——CH. CH-COOH H:C——-CH. CH -COOCHs 

N-CHs CHOH N-CH; CH: 0-CO-CsHs 
H.C——-CH. CHe H.C——CH CHa, 

Benzoylekgonin Tropacocain (Benzoylpseudotropin) 

HC. — CH-COOH HC iz — 

N-CH: CH-0-0C:CG.Hs N-CHs CH: 0-CO-C.H; 
H.C CH——CH2 H.C-—-CH———CH: 


4. Of the phenanthrene alkaloids, morphin and apomorphin, 
both of which contain one or two phenolic OH-radicals, are surface 
inactive, while codein in which phenolic OH-radical is replaced 
by methoxy group, is active. 


inactive active 
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VII. THE SURFACE ACTIVITY OF ALKALOID IN THE PHOSPHATE 
SOLUTION AT pH 7.48. 
In the previous report the surface activities of several alkaloids 
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were studied. The experiment was carried out in a condition 
where all of the alkaloid was present as free alkaloid. 

Within the animal body, however, the milieu presents only a 
definite acidity and a certain amount of salt. It is, therefore, pre- 
ferable to compare the surface activity of these alkaloids at the 
acidity of body fluid, if we wish to consider their action from the 
standpoint of the surface tension. 

In this experiment increasing amounts of each alkaloid were 
dissolved into the 0.15 mol. phosphate buffer at pH7.48. The 
osmotic pressure of buffer solution nears that of blood and body 
fluid. The results are shown in Figure 3 and Table V. 


Fig. 3. 


Tropacocain 
Scopolamin 


0.001 in 0.002 m 0.004 m 0.006 m 0.008 
——=_ mol. concentration 
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TABLE V. 
Surface tension of alkaloid in phosphate buffer solution at pH 7.48 
(0.15 mol phosphate). 


a 
og 

8-5 A a 
Ee Gidgxauale Fidlinee (niboils Beligc cat : 
pee | 3 [= “4 3 5 Quinine 4 Emetin 
34.5 5 = 3 ‘ad “4 7 
ey i a a ra g 

o ——____— 

0.000025} 0.867 0.998 

0.000050) 0.786 0.981 0.987 0.982 

0.000100} 0.722 0.951 0.973 0.960 0.985 

0.000200) 0.656 0.896 0.907 0.932 0.970 1,00 1.00 

0.0003 0.874 

0.0004 0.598 0.843 0.868 0.944 0.986 1.00 

0.0005 0.890 0.886 0.967 

0.0006 0.573 0.780 0.906 

0.0007 0.564 0.783 

0.0008 0.562 0.887 0.963 0.990 

0.0010 0.562 0.850 0.870 0.948 

0.0012 0.858 0.936 

0.0014 0.840 

0.0015 0.832 

0.0016 0.832 0.910 

0.0018 

0.0020 0.804 0.832 0.898 

0.0024 0.882 

0.0028 0.876 

0.0032 0.871 

0.004 0.750 0.857 0.900 

0.006 0.724 0.838 0.867 

0.008 0.704 0.825 0.858 
Sg 4 <2 | q 
aS as 4 q 5 $ g A g g eI 
HS Oo rs) ce ° 8 a (3) 3) o 
eae] §$ 4 2 3 3 S 2 B S 
cOay tS | z S e | 3 o | A 5 
Ebs dined wht ehted cdl A 
(S) ay 

0.002 | 0.970} 0.973 | 0.974 | 0.996 | 1.00 1.00 a = 


0.928 | 9.938 | 0.960 | 0.981 0.990 1.00 1.00 1.00 1.00 


0.004 
0.006 | 0.889 | 0.912 | 0.994] 0.970 | 0.976 | 0.991 | 0.991 | 1.00 | 1.00 
0.008 | 0.867 | 0.894 | 0.923] 0.954 | 0.964 | 0.982 | 0.982 | 0.988 | 0.994 


0.010 | 0.854} 0.880 | 0.900 | 0.942 | 0.954 0.978 0.978 | 0.980 | 0.988 


As a comparison of Fig. 2 and Fig. 3 indicates, the surface 
activity of alkaloid falls off naturally at the low alkalinity (pH 
7.48) of the solution. The degree of the decrease differs, however, 
among alkaloids, so that the order of surface activity changed a 


166 T. Suzuki: 


little from that of the foregoing experiment. The decrease is 
especially great in the case of atropin and tropacocain, while 
papaverin, narcotin, hydratin and phypostigmin remain almost 
uninfluenced. 

Nicotin, philocarpin, ephedrin, morphin, apomorphin and 
strychnin, are entirely surface inactive in phosphate buffer solu- 
tion at pH 7.48. 


VIII. THE EFFECT OF THE PRESENCE OF ALBUMIN ON THE 
SURFACE ACTIVITY OF ALKALOID. 


The surface tension of the solution containing a surface active 
substance is often influenced by the presence of protein. A certain 
substance in a certain concentration, in which it alone shows no 
surface activity, gains surface active character with the presence 
of protein, although there are, on the other hand, many substances, 
the surface activity of which is not influenced much by the presence 
of protein. To consider the surface activities of alkaloids in rela- 
tion to their pharmacological action, it is, therefore, necessary to 
measure the surface tension of their solution at a definite acidity 
and salt concentration with the addition of a certain amount of 
protein. In the following experiment, the albumin obtained from 
egg white was added in amount of 0.00125, 0.0025, 0.005, 0.01, and 
0.02% into the alkaloid solution containing 0.15 mol phosphate 
buffer at pH 7.48 and the surface tension of the resultant solution 
was measured. The result is shown in Table VI and Fig. 4. 

TaBLe VI, 


Surface tension of alkaloid in phosphate buffer at pH 7.48 when 
albumin was added. 


Papaverin. 
Albumin 
oY 

Bava, 0 0.00125 % | 0.0025 % | 0.005 % 0.01 % 0.02 % 

verin 
0 1.00 1.00 0.998 0.987 0.980 0.976 
0.000025 m 0.998 0.994 0.990 0.986 0.980 0.975 
0.00005 m 0,981 0.979 9,975 0.970 0.965 0.960 
0.0001 m 0.950 0.950 0.950 0.943 0.937 0.936 
0.0002 m 0.896 0.896 0.896 0.896 0.896 0.896 


0.0004 m 0.843 0.843 0.843 0.843 0.843 0.843 
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Cocain. 
Albumin 
ay 0 0.00125 % | 0.0025 % | 0.005 % 0.01 % 
Cocain 
0 1.00 1.00 0.998 0.987 0.980 
0.0004 m 1.00. 0.986 0.980 0.968 0.956 
0.0008 m 0.990 0.980 0.972 0.962 0.945 
0.0016 m 0.972 0.968 0.964 0.956 0.937 
0.0032 m 0.950 0.939 0.931 0.913 0.900 
0.0064 m 0.882 0.885 0.882 0.882 0.882 
0.0128 m 0.845 0.845=— 0.845 0.846 0.845 
Isoamylhydrocuprein (Eucupin) 
Albumin 
0 0.00125 % | 0.0025 % | 0.005 % 0.01 % 0.02 % 
Eucupin 
0 1.00 1.00 0.998 0.987 0.980 0.976 
0.000003125m} 0.999 0.930 0.919 0.917 0.913 0.910 
0.00000625 m 0.974 0.892 0.878 0.877 0.875 0.866 
0.0000125 mj) 0.910 0.864 0.853 0.845 0.840 0.831 
0.000025 m| 0.867 0.828 0.818 0.813 0.797 0.795 
0.00005 m| 0.786 0.776 0.773 0.771 0.769 0.769 
0.0001 m 0.722 0.722 0.722 0.722 0.722 0.722 
0.0002 m| 0.656 0.656 0.656 0.656 0.656 0.656 
0.0004 m| 0.600 0.600 0.600 0.600 0.600 0.600 
Fig. 4. 
Papaverin-+ Albumin. 
0.80 
Papaverin 
ee 0.0004 m 


relative surface tension 


0.00125 % 0.0025 % 9.005 % 
——*> _ Albumin-conventration 


0.01 % 
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Morphin. 


Albumin 


0 0.00125 % | 0.0025 % | 0.005 % 0.01 % 0,02 % 


Morphin 
0 1.00 1.00 0.998 0.987 0.980 0.976 
0.0032 m 1.00 0.997 0.990 0.985 0.976 0.969 
0.0064 m 1.00 0.993 0.985 0.971 0.963 0.960 
0.0128 m 1.00 0.974 0.960 0.950 0.948 0.946 
Fig. 5. 
Euecupin + Albumin, 
oe Hiletadbelenait od eee 
| eee m 


0.80 4 | 
| Tee oe 0,0000125 m 
ae | 
eee 


0.00600625 ry 


relative surface tension 


9 000008125 m 


— 


Albumin only 


Call 


1,00 R—-d— -et= 
0,00125 %0 0025 % 0.005 % 0.01 % 0.02 96 
—— > = Albumin -concentration 
Fig. 6. 
Morphin + Albumin 
0.90 


Morphin 
Lae *) O1Wm 
Mappers 40 0064 m 
” | 0.0032 m 
| : F Albumin only 
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Fig. 7. 


Cocain + Alumin. 


Telative surface tensio:: 
x 


—s_ 


: ——— 
— 
ee 
1.00 


0.00125 9§ 0.0025 % 0.005 % = 0.01 % 


Albumin - concentration 


He oe 


Albumin only 


0.02 96 
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If we subtract the measured surface tension of the alkaloid 
solution from that of 0.02% albumin solution (0.976) and denote 
them as the depression of surface tension, we obtain a series of 
surface active alkaloids written in the order of activity as follows: 


TABLE VII. 


The depression of surface tension of alkaloid solutions (mostly 0.0016 m) 
in phosphate buffer at pH 7.48 containing albumin (0.02%) 


Eucupin very large 
Papaverin ; 
Narcotin a 
Veratrin 0.158 
Hydrastin 0.144 
Quinine 0.134 
Quinidin 0.121 
Cinchonin 0.108 
Emetin 0.096 
Cocain 0.066 
Tropacocain 0.044 


Physostigmin 
Atropin 
Novocain 
Scopolamin 
Pilocarpin 
Strychnin 
Codein 
Nicotin 
Brucin 
Morphin 
Ephedrin 


0.040 
0.032 
0.018 
0.018 
0.018 
0.017 
0.016 
0.014 
0.014 
0.003 
0.002 


From these figures alkaloids can be grouped into three in regard 
to their behavior toward the effect of the presence of protein on 


the surface tension. 


Group 1, in which the presence of protein has almost no effect 
on the surface tension. To this belong papaverin, marcotin and 
hydrastin. These alkaloids have in themselves large surface 


activity. 
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Group 2, in which the presence of protein causes a remarkable 
‘increase of surface activity of the weak alkaloid solution. To this 
group belong eucupin, quinine, quinidin, cinchonin, veratrin, 
emétin, cocain, tropacocain, physostigmin. Most of these alkaloids 
have themselves the intermediate surface activity at pH 7.48. 
Veratrin, however, shows alone activity as strong as that of 
hydrastin. 

Group 3, which in weaker solution than 0.0032 m remains in 
itself surface inactive and in the presence of protein acquires the 
surface activity. To this group belong atropin, novocain, codein, 
nicotin, strychinin, brucin, morphin, scopolamin, pilocarpin, and 
ephedrin. 


Discussion. 


The above table of alkaloids listed in order of the depression of 
surface tension in phosphate buffer at pH 7.48 containing albumin 
points to us several interesting relations between the surface ac- 
tivity of the alkaloids and its pharmacological action. 

1. The first nine members of the list, showing larger depres- 
sion of surface activity than 0.1 in 0.0016 m. solution, are all proto- 
plasmic poisons. The action of quinine on malaria plasmodium, 
emetin on amoeba dysentery, quinine and eucupin on bacteria 
are well known facts. When injected subcutaneously, they awaken 
a local inflammation, form bubbles, and cause local anaesthesia. 

2. The toxity and the local anaesthetic action of cocain, 
tropacocain and novocain nearly correspond to the degree of de- 
pression of surface activity. 


- Coeain Tropacoeain Novocain 
Toxicity ie ek: 0.5 0.3 
Local anaesthesia > > 
Depression of surface tension | — 0.066 | 0.044 0.018 


The fact that anaesthetic action of novococain is augmented 
when used with potassium carbonate, while cocain can develop well 
its action as hydrochloride can be understood easily from the view- 
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point of surface tension. 

3. The degree of depression of surface tension is in the order 
of physostigmin, atropin and pilocarpin. It is interesting to 
know that while the action of pilocarpin of less surface activity 
ean be neutralized by a small amount of atropin, the neutralizate 
of the action of physostigmin of higher surface activity necessitates 
a large dosis of atropin and even then often is very incompletely. 

4. Alkaloids, which act on the central nervous system, as 
morphin, nicotin, brucin, and scopolamin are of rather low sur- 
face activity. 


In conclusion, I wish to express my thanks to Professor S. 
Kakiuchi for his adviee throughout the work. 
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INTRODUCTION. 


The action of morphine on carbohydrate metabolism presents 
one of the most interesting in morphine pathology. Numerous 
works have been published on this subject. A survey of the litera- 
ture gives the following facts. 

1. If both suprarenal glands are saat off, the hyperglycemic 
action of morphine practically disappears, showing that these 
glands are indispensable in producing morphine hyperglycemia. 

2. The degree of hyperglycemia cauesd by morphine is much 
less in splanchnicotomized animals than in normal ones, proving 
that morphine has no direct action on the suprarenal glands but 
affects them through the impulse sent by way of the splanchnic 
nerves. 

3. It can be demonstrated in many ways that after morphine 
injection the amount of epinephrine in the blood of an animal 
shows a distinct increase. 

From the above mentioned facts, most authors conclude that 
morphine increases the output of epinephrine and because of this 
augmented secretion, morphine hyperglycemia is brought about. 
We are led to believe that it has been proved beyond question that 
the mechanism of morphine hyperglycemia is of central nature; 
but the present author is not able to find any reference to its 
cerebral localization, so has decided to take up this much studied 
problem again in the hope that he may find some interesting data 
regarding it. Several series of experiments have been made with 
the object of finding solutions to the following points. 
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1. The influence of repeated injections of morphine on its 
hyperglycemic action. 

2. To ascertain to what extent the splanchnicotomy and the 
removal of suprarenal glands may display an inhibitory effect on 
morphine hyperglycemia. 

3. The influence of ergotamine on morphine hyperglycemia. 

4. To determine the position of the center which causes the 
hyperglycemic action of morphine. 


PROCEDURE. 


Normal healthy adult rabbits weighing 2 to 3 kilos were used 
in the experiments; most of them were male. All animals were 
- kept on the routine diet for several days in our laboratory before 
they were used. For 24 hours before the examination, the animals 
were not fed. Without fastening the animal, blood samples for 
blood sugar determination were taken from the marginal ear vein 
before the morphine was given and at intervals of 4% to 1 hour 
after the morphine injection. The blood sugar determinations 
were made according to the micromethod of Bang. Twoce. of 1% 
morphine hydrochloride solution per kilogram body weight was 
injected hypodermically in the experiments except in a few cases 
where 1 or 3ce. were used. All the operations were done without 
anaesthetics. Post-mortem control of the operation was always per- 
formed. Further explanations and references may be found under 
the special headings. 


EXPERIMENTAL RESULTS 

1. The effect of repeated injections on morphine hyperglycemia. 

According to the work of Kobayashi (1927) and a few others 
(Pierce and Plant, 1928; Tachikawa, 1932), morphine hyper- 
glycemia generally occurs in an hour after the injection of the 
drug, lasts for a few hours, and then returns to its normal level. 
When the injection of morphine is repeated for several days, then 
the same amount of morphine never causes a clear hyperglycemia, 
while if the drug is withheld for a few days during experimenta- 
tion, the hyperglycemia recurs to approximately the same degree 
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as when administration is resumed after the first dose. We made 
the same kind of experiments and they are quite in accord with 
the results obtained by the above mentioned authors. The details 
of a typical experiment are as follows. 

A rabbit was injected with 1 cc. of morphine for 11 consecutive 
days. The blood sugar concentration after morphine injection was 
tested several times during these 11 days. Table I shows that the 
glycemic action of morphine gets weaker each time it is injected. 
In the beginning the percentage of the relative increase of the 
blood. sugar concentration was 135.3%; at the second test it was 
53% ; and 42.9%, 15.2% were the percentages of the two last tests. 
On the 12th day a double amount of morphine was used, and 
the percentage of the relative increase became much higher, i.e. 
80%. After 6 days of rest without any injection, the animal had 
the original dose of morphine, i.e. 1 ce. per kilo, and at that time 
the increase of the blood sugar concentration was 128.5%, about 
the same degree as after the first injection. 

Similar data for 3 more experiments are summarized in Table 
II. These experiments also showed that the sensitiveness to the 
hyperglycemic action of morphine diminished gradually as the in- 
jections were repeated but the changes followed no regular curve 
and were less marked. 

From these experiments we know that repeated injections 
of morphine may cause a tolerance in regard to its action on the 
blood sugar content, but if we allow the animal to rest only for 
3 or 4 days between the first injection and the next, then the 
degrees of the hyperglycemia caused by morphine in both cases 
are almost the same. Table III bears this out. 

These results indicate that the liver or whatever mechanism 
is responsible for the morphine hyperglycemia develops tolerance 
to the drug, but this tolerance is lost rapidly when the drug is 
withheld. In the following experiments, special care was taken 
not to give morphine injection to the same animal twice a week. 


2. Splanchnicotomy and morphine hyperglycemia. 
In 1879 Eckhard (Pollak 1923) reported that the 
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glycosuria due to morphine never occurs when the splanchnic 
nerves are bilaterally sectioned. Stewart and Rogoff (1922) 
worked on eats, and these animals showed only a slight degree of 
inerease in the blood sugar concentration or none if the splanchnie 
nerves were cut and the coeliac ganglion on both sides were 
totally or largely excised. Houssay and his co-workers made 
several series of experiments with dogs and most of them showed 
a less degree of hyperglycemia by double sectioning of the great 
splanchnic nerves compared with normal dogs. Thus, in 12 normal 
dogs (Houssay, Lewis, Molinelli and Marenzi, 1928) the 
inerease of blood sugar content after the morphine injection, 3 ce. 
of 1% morphine per kilo body weight, was 0.0927% on the average, 
or a relative increase of 97% compared with the initial value. In 
the splanchnicotomized dogs the degrees of hyperglycemia after 
morphine injection were much less. In 9 experiments of Houssay 
and Lewis (1923) the absolute increase was on an average 0.017% ; 
in Marenzi’s (1926) 7 dogs, the increase averaged 0.0826% and 
in a total of 21 experiments, including the above mentioned 2 
series, it was 0.0334% or a relative increase of 48%. Kobayashi 
(1927) performed splanechnicotomy on 4 rabbits under narcosis 
with paraaldehyd, 0.05 gram of morphine per kilo body weight was 
injected hypodermically 2 hours after the operation. The hyper- 
elycemia caused by morphine after the splanchnicotomy was of a 
smaller degree compared with the 4 control experiments treated 
with a dummy operation. In another 5 rabbits, he sectioned only 
the left side splanchnie nerves without using any anesthetics; these 
animals also showed only a slight degree of hyperglycemia when 
they were experimented on 13 to 19 days after the operation. 
Kikuna (1929) injected morphine intravenously into 3 splanch- 
nicotomized rabbits which showed no increase of blood sugar 
concentration. Tada (1932) worked on rabbits and his animals 
received various doses of morphine after the bilateral splanch- 
nicotomy. When small amounts as 3 to 10mem. per Kg. body 
weight were given, the blood sugar concentration remained 
practically unaltered, while it was able to elicit hyperglycemia in 
normal rabbits. When larger quantities as 14-19mgm. were 
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applied, then hyperglycemia occurred definitely, though the in- 
crease was about 14 to one third of that in normal rabbits. In 2 
rabbits, 20 and’ 25 mgm. were injected respectively; the hyper- 
glycemia was very little and in one rabbit an excessive hypo- 
glycemia as 0.024% was noted. 

In my experiments 5 rabbits were bilaterally splanchnicotomiz- 
ed according to the method of Schultze (1900). Three to ten 
days after the operation, the rabbits received the same dose of 
morphine as in the control experiments. 

‘Before the operation the relative increase of blood sugar 
eontent varies from 51.6% to 122%, mean 82.2% of 5 experiments. 
But after the bilateral splanchnicotomy, this coefficient falls to 
0-39%, mean 12.7%. None of them showed hypoglycemia. 

From the results shown in Table IV and from those obtained 
by other authors, it is certain that the splanchnic nerves are in- 
dispensable towards morphine hyperglycemia. 


3. Ergotamine and morphine hyperglycemia. 


Miculicich (1912) reported that the epinephrine hyper- 
glycemia and epinephrine glycosuria can be suppresesd by 
ergotoxine. Laurin’s (1917) work revealed the same fact. 
Inoue (1928) found only 0.02% of decrease in blood sugar con- 
centration even when the rabbits were injected with 10 mgm. of 
ergotoxine per kilo body weight. Lesser, and Zipf (1923) 
observed a slight decrease in blood sugar content of rabbits when 
they were injected with ergotamine but Rothlin (1925) and 
Farber (1926) denied it. Anton (1931) investigated the action 
of ergotamine on morphine hyperglycemia. He used Gynergen, a 
0.05% preparation of ergotamine tartarate, applying 3 ce. per kilo 
hypodermically. He found no influence upon morphine hyper- 
glycemia. 

I used the same kind of preparation, Gynergen (Sandoz), and 
tested the work done by the above mentioned author. One to 4 ce. 
of Gynergen per kilo body weight was used. Thirty minutes after 
the injection of this drug, the usual dose of morphine, 2 ce. per 
kilo, was given (Table V). 
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When 1 ce. of Gynergen per kilo was used, the morphine hyper- 
glycemia was reduced about 1/3 (rabbits No. 13 and 16). And 
the reduction was about 14 when 2 cc. was injected (rabbits No. 14, 
18). No clear hyperglycemia was noticed at all after the injection 
of 4ce. of Gynergen (rabbits No. 13, 14, 15, 17). 

From the results of these experiments, it is clear that 
ergotamine is capable of suppressing morphine hyperglycemia, and 
2mgm. per kilo body weight are sufficient to suppress it entirely. 
This result proves that the morphine hyperglycemia needs a proper 
functioning of the sympathetic nervous system. For the hyper- 
glycemia disappears when ergotamine, which has an inhibitory 
action on sympathetic nerves, is given. It is very difficult to 
explain why the results of Anton’s experiments are contrary to 
mine. 


4, Suprarenalectomy and morphine hyperglycemia. 

Stewart and Rogoff (1922) could not find clear morphine 
hyperglycemia after double suprarenalectomy in 12 rabbits; 2 of 
them showed a slight degree of hyperglycemia. Kato’s (1928) 
two rabbits were suprafenalectomized doubly at one_ stage; 
morphine was given after 3 hours to one rabbit, on the next 
morning to the other; but neither of them showed hyperglycemia 
after the injection. Kobayashi (1927) performed the double 
suprarenalectomy on 4 rabbits, under the anaesthesia with 
paraaldehyd; 2 hours later, morphine was given and the degree of 
hyperglycemia was much smaller than that of the 3 eontrol experi- 
ments treated by a dummy operation. He reported that the left 
side suprarenalectomy alone was able to reduce the morphine 
hyperglycemia in a considerable degree. Tachikawa (1932) 
experimented on 2 normal rabbits and the morphine did not induce 
hyperglycemia after the double suprarenalectomy. Five rabbits 
which recovered from a long period of morphine addiction, were 
doubly suprarenalectomized and the same results were obtained. 
Shiozawa (1926) worked on rats, and morphine always displayed 
a hypoglycemic action on them after the double suprarenalectomy. 
According to Torino and Lewis (1927), hyperglycemia was 
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observed in normal rats injected with 0.04 mgm per gm. morphine 
hydrochloride. Hypoglycemia was seen when 0.3 and 0.4mgm 
per gm..were given. Two weeks after adrenalectomy 0.04 mgm 
per gm. produced hypoglycemia. Hyperglycemia in that condition 
was seen when only 0.01 mgm per gm. were injected. Houssay 
and his co-workers (1928) experimented on dogs. They extirpated 
the right suprarenal gland first, and after 6 to 15 days the left one. 
Two to 4 hours after the second operation, when the effect of ether 
had passed off, morphine was given. The relative increase of the 
blood sugar content after the morphine injection in 11 out of 12 
dogs thus treated averaged 43%. One dog showed a marked 
hyperglycemia while another one showed a slight hypoglycemia. 
In other series of experiments (Houssay and Lewis, 1923), they 
removed the left suprarenal medulla and the right whole suprarenal 
gland; the relative increase after the morphine injection was 31% 
as mean of 5 experiments. When the removal of the left medulla 
was done carefully in order not to injure the splanchnies, in 7 
experiments (Houssay, Lewis, and Molinelli, 1928) the in- 
crease of the blood sugar content was on an average 62%; but if a 
longer interval was allowed to elapse between the operation and 
the experiment, then the morphine elicited a higher degree of 
hyperglycemia, 99% being the average of 8 dogs. Tada (1932) 
worked on rabbits. Three to twenty-five mgm morphine per kilo 
were hypodermically administered into 12 rabbits which had long 
survived double decapsulation. In the majority of these decap- 
sulated rabbits the blood sugar content was practically unaltered 
or increased only a little. Amnton’s (1931) doubly suprarena- 
lectomized rabbits also did not show any hyperglycemia after the 
morphine injection. 

In my experiments suprarenalectomy was done in two stages 
per laparotomiam following the technique described by Peiper 
(1924). The right gland was extirpated first, then the left one. 
Experiments were made only on those which recovered from the 
operation entirely and behaved normally. 

Table VI shows that none of my 5 suprarenalectomized rabbits 
revealed hyperglycemia by morphine injection. No. 20 rabbit 
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reacted with hypoglycemia against this drug. 

From these results as well as from those obtained by other 
authors we may say confidently that suprarenal glands are the 
important organs in producing morphine hyperglycemia. 


5. Decortication and morphine hyperglycemia. 


Since morphine hyperglycemia needs the proper functioning 
of the sympathetic nervous system and the presence of suprarenal 
glands, there can be no doubt about its being of central mechanism. 
Therefore, the next problem we must deal with is that of the 
localization of the center which is responsible for the morphine 
hyperglycemia. As morphine is a kind of narcotic which acts 
principally upon the brain cortex, we first investigated the influence 
of decortication upon morphine hyperglycemia. The removal of the 
hemispheres was done according to Morita’s method (1915). Five 
decorticate animals were experimented on 24 hours or still later 
after the operation. 

The results are given in Table VII, No. 25 rabbit showed a 
larger increase of blood sugar content after the operation and in 
No. 24, it decreased considerably. In other rabbits no remarkable 
changes were observed. From this we may conclude that the 
dceortication has no significant influence on the morphine hyper- 
glycemia, so the center which is responsible for the increase of 
blood sugar content after morphine injection is not in the cortex 
but is situated somewhere below that. 


6. Luminal and morphine hyperglycemia. 


According to Pick (1928) and his co-workers, luminal belongs 
to the group of those hypnotics which act chiefly upon the brain 
stem, and paralyse it. That this drug has almost no influence on 
the blood sugar content is shown in Table VIII. 0.1 gm of luminal 
sodium per ke. body weight was applied subcutaneously. 

Hoégler (1932) injected luminal sodium in a dose of 0.07-0.16 
gm. into rabbits and found that the blood sugar content was 
scarcely affected by this drug but that the dose was sufficient to 
suppress pyramidonhyperglycemia completely. 


P. T. Shen 


186 


uotpes0dg | 


19IFV 
uo0Tye1edoO 


aojog 
uoryv1edg 
10}TV 

wot} B1IdO 
e10sag 
uotyeiedo 
1945 V 
uorze19dQ 
a1ozog 
moryeitadO 
1945 V 
woT}B10dO 
aojog 
worpetedO 
1045V 
worzeIadO 
e10yeg 


SYAIVULOY 


ILX/¢T 


wotzei1edg pug 


I1xX/* 
WOT}VIIdO JST 


“-ILy/$9 


wor}eriedg pug | 


* S1X7ar 
WOTZVIIdG 4ST 


waxl/s 
aotjei9dgO pug 
“ TIIA/61 
WOTPVIIdGO IST 
~ BXIZT 
UOTJBIOdO pug 
/TETA/ET 
wor}B1adQO 4ST 
“ TITA/LT 
woryeiedg puz 


Ge6T ILA/F 


101481800 4ST 


WOI}V1IdQO Jo 0,eq 


680°0 |20°0 |920°0 |g60'0 |660'0 |toT‘0 Sor'0| 
GET‘ |6€T‘0 |L6T"0 [0020 [e6T'0 [S6T‘0 |e9T'0 
COT‘0 |860°0 |060°0 (60T'0 9zT'0 [TeT'0 set-0 
L110 |g4T'0 |T6T'0 |6ze"0 (BFZ'0 j6Ts"0 9ET'O | 
020°0 |2¢0"0 '920°0 |020°0 1690°0 |¢80'0 880'0 
STT‘0 |PST‘0 Ie6T'0 S8T'0 T6T‘0 'GzT'0 (82T"0 
SOT‘ goT"0 [90T‘0|EIT'0 ITT" stt'0 |eTI'0 


| 
OOT*O |BOT'0 |SFT'O SLT'0 |L9T°0 |EFZ0 OGT0 | 
260'0 |F60'0 |£60°0 |LTT‘0 ETO |STT'0 [STI 0 


oO 
w 


G0T'0 |SZL'0 |6LT'0 |OTT 0 | ?60°0 |780°0 |€80°0 


pUa}UOH Iesng poolg 
JO osvoIOUy aATZUlOYy 
(%3) 
JU9JWOH Avsng poolg 
FO osvaroUy eynposqy 


~“ermoeos[si10dé HY -outy ds 


uotjyeiedg 1033 V 
WoT}VIVdO s10jaq 


) [ 
| | | 


a es ee eS eee 


Ga) or TS 4E5/ Tf le ¥ 


a 


(sry ut) woydeluy Isyyy 


0428) JUaIWOH Iesng poo[g 


TA TEV 


oO 


aq a 


ao 


© 
Ss) 


EJOTINOOT WA ca ules) Sens 


oelu 


| 

I60T'0 lnge"G 
| 

(08T'0 jogo" 


9TT0 j0¢ 0°0 


611°0 08T'G 
260°0 |O8€°s 


(-3y 10d) ourydiou 


pa} 


oW pure Awmopxo[vuaIeIdng sqnog 


€80°0 OPEL T 
i] 
2 
= 
= = 
o Q, 
oa a 
é. a 
sik 
S = 
5 ro} 
a 
— 


6600 |080°3 | 


| j 
TIT‘0 jo9¢"s 
£800 loge'T | 


I6LT'O jOf0°% 


6 


oe 


| ILx/21| 
 x/sl 
1x/L | 
I1LA/¢1 
XI/¢ 
« /s1 
IIIA/¢¢' 


6e6l 
TA/T 


eyed 


ee 


“e 


xg 


ie) 


Lan] 


BIG JO UN |T 


| 


187 


Experimental Studies on Morphine Hyperglycemia. 


1aq3V 
aLoyag 


O4¥ | 


e10zog 
I94FV 
eloyogq 
I9}ZV 
e10jog 


WOT}eLIdO 
TOF V 


muotjyB1adQ 
alojog 


FG 


uor}v1ado 19}FB OWT, 


| 
i} 


6° LTT 8ETO |SET'0 |$02°0 |082°0 | Shs°0 | SGZ'°0 | 66T'0 of LTT0 | 008°T 
6 9ET CITO | COTO |C6L°0 | €61°0 | F6T'O | FLT O | STT'0 |260°0 | 1 & ¥80°0 | 000°C 
8°66 TE0'0 | 6ITO | 62T'O | GOTO | SoT°0 | fcT0 | SEL 0 Nagai) | es FOTO | 008% 
OCP IS0°0. =8cT'0 | PSTO | €9TO | 9ETO | OSTO | TGT‘0 | ZOT‘0 G GIT 0 | 0FES 
CEPL S9TO |¢03°0 |213°0 | TZE°0 | 0820 | GFZ'0 | 8610 | S81°0 “  \STT0 | 08st 
CTT VETO | L8T0 | G8s'0 | GFS°0 | OS2'0 | VES‘ | 880 | 66T 0 & 910 | 096s 
6°€6 FSTO | 8630 | 9£2'°0 | LEGO | GTS'0 | 62s'0 | SST‘0 | 9810 i hs 0) | 01a 
0GFS 6£3°0 | 2¢3°0 | LTS‘0 | O8E"0 | 69€'0 | EFE0 |OEE'0 |sesO) & | TI10 OLS 
orcs BOO | TOTO | 8310 | FET'O | O9TO | OST'O \9eTO |SeTO, “ ' SIT'0 | SE0°S 
! | 
| | 
OSE 0r0'O | €0T'0 | TOTO | ITT'0 | €€1°O | PETO | THT'O | 6ETO 6 | TOTO |00TS 
5 | | 
his Sl | | : 
| | H 1g > | 
| ee ak om ak vee Me Boe ot 

By wei ¢ > € 3 val I Flas! & 

aes oF | es | = 

cs 6B | { | oe oe f) oC 

moe Q S = SS —e 

D'S ma = h@R tos oe 
ya's i ie = e | H Sr \ oh a 
SEE | SEE (say) vorpetuy 103zV ae pee Bp 
“Se oe ie ae Be 

ee | ae | a < 

fa?) 

Be B i (%B) yuaWUoD IVBng poolg 


*eruraad[Si0d AFT aurydioyy pur uorzVory1000q 
‘IIA Wavy, 


 6L6T A/9 


| FE6T AI/&@ 


SOREL 
Ss 
A/* 


“/T3 | 
/e 
al 
XI/6é | 


“ /6T 


ard 


xag 


ie) 


s}IGqqer JO Aaquin yy 


. 
. 


P, T. Shen 


| | | | 
0°06 L110°0 | 060°0 — OOT'0 | 680°0 | 7800 | ZOL'O 860°0 | 680°0 | ¢80'o 007s vEGT AI/2L1 
0 0 | 60T°O | SILO | TIT’O | LITO OTTO | SIT'O | GOTO | 8IT‘O | 2670 | 0FSS | sag Pi! 
; i \ ' 
0 0 ' 4010 | 6010 | 060°0 | FOTO | 90T'0 SIT0 | cIT'0 | 9Lro OTTO | 01¢°S | SE6T XI/LT 
} 


| (say) uotyaeCuy 1eqzVy ayeq 


woryooluy e1ozog 


(SOTEST) 9US10,. 


(%) 
yu0}UOD IeBng poorg 
JO BSVOIOUT OAT} LIOY 


(%3) 
yua}WOH Ivdng poolg 


JO aSvatoUT aynjosq y 


(%8) Jue{U0D IVsNng poorg 


188 


S}TGQVA FO Taquinyy 


‘yuazuoH ivsng poojg wo [euruNy] fo Jey oY, 
TILA F1avL 


Experimental Studies on Morphine Hyperglycemia. 189 


I investigated the influence of luminal sodium upon the 
morphine hyperglycemia. 0.1 gm. per kg. was given half an hour 
before the administration of morphine. 

Table IX shows the results of 4 experiments. In 3 of them 
the percentage in the relative increase of the blood sugar content 
after luminal injection was less than the control experiments. In 
No. 34 rabbit it increased a little when luminal was given but the 
duration of its hyperglycemic period was much shorter than that 
of the control experiment. In view of these facts it is suggested 
that luminal has a tendency to prevent the occurence of morphine 
hyperglycemia. A larger dose might show a stronger inhibitory 
action on morphine hyperglycemia, but as animals never lived long 
enough for the examination when 0.2 mg of luminal per kg. were 
given with morphine, I did not study this problem any further. 
But even the results presented above would lead us to suppose that 
the subcortical centre somewhere in the brain stem might be partly 
responsible for the morphine hyperglycemia. 


7. Decerebration and morphine hyperglycemia. 

The problem of determining the center was further studied 
on the decerebrated animals. The operation was done by the 
method described by Inoue (1931). The cortex and diencephalon, 
mesencephalon and a part of pons were separated from the lower 
part of the cerebro-spinal system. The medulla oblongata was 
left uninjured. The results obtained from these decerebrated 
animals were very striking. None of them showed clear hyper- 
glycemia after the morphine injection (Table X). 

The blood sugar level in No. 35 rabbit continued to fall in 
spite of the administration of morphine. 

From this it is quite reasonable to conclude that the center 
responsible for the morphine hyperglycemia is subcortical and that 
it must be located above the medulla oblongata. 


Discussion. 


In discussing the mechanism of morphine hyperglycemia it 
would be more convenient to begin with the problem of its center. 


Hr 


Tle TL0°0 yeurmany WAT 
aSBIIAV 
| @T&T | Seto | sjuouTIadxe [01}m0/ 
| 2001 | gor'o | 6ST'0 |09T'0 |TzT'0 |goz'o lest'0 goto lert'v| “ | 90r'0 | s60'0 | OT’ AT/TI if eo 
*dxo | | | 
[or}W0D | F'98 960°0 | 8ST'0 !208'0 !202°0 |L02'0 |902'0 |z0e'0 ja6T'0| “| TIT'0 | 020'¢ | I/ve | * | $8 
$61 8100 | 080°0 |tg0'0 |rs0"0 Iego0 |c60°0 c80°0 OLT'0| “ |¢so'o | c60°0 | 0z9°s | AI/TL. 3 ts” 
‘dxoa | 
[or}M0D | T'S | 3800 O9T'0 |Z9T'0 |O9T'0 GLO jSLT'0 ITT O|STT'0} “ | £600 0893 «FEST I/LT | “ | & 
'00T | 990°0 |£90'0 |690°0 |T80°0 f0T"0 ET O |9ITO l6cT°0 |s0T'0 =“ =| 290°0 | 90°0 jorr's is Oe: 
‘dxo | | 
s [01}U0D | O'*OFT | ET'O [€ZT‘O [SFT‘0 |SFT'O [SET'0 |06T'0 |8Zz'0 |FGT'O OFT'O, =“ c60°0 | 0g6°s “ fet, |) See 
a 6°16 160°0 |980°0 60T’0 [¢FT'0 |0ZT‘0 |961'0 IT6T'0 [00T*O [e800 1“ =| £800 | 6600 | 080"S “1 ee” 
j ‘dxoa 
a TorjUO) | g'ETZ | $830 |08T"O |O8T‘O [93e°0 [822°0 [0ZE"0 |6zZE"0 |2Gs'0 J69T'0 | °°? SOTO |oeT’e | SE6T XI/2t | 2 | TE 
a0 = [| i a | a i Ca | a 
| |e oe Seer) Be a 
; Be Sh.) Oo a See ea terse ats Bie Pel s So) Ste ER 
| ° o So = =] nO ° Z 
e5 8a BS | Bs = = s 
alee as ee Se , 5 
Da wm a | we = wR = 
Qe | RES eelZe|¢ | & ae me ee 
SEE] Ree (s1y) ourydiour Jo worjoaluy 1aiTy S@/8F)/ ais ma 18 
Gs | 98 agile? | 2 | 2 : 
5S ge es 
+ ot Fp (%8) JUa{UOD 1v3ng poolg 


“ermook[Si0dA outydioyy pue [euruny 
‘XI FIavVL 


190 


191 


| } ) 
1045V | 6T 0 O |90T°0 |¥OTO |6ITO |EITO |GOT‘O |STI0 |stTO | “ |gcTo 000% | “ A/Z 
Ss er10 seg Le 8400 | FST'O [ETO | 8ZT-0 | FIT'O | 860°0 | TOT‘ 8 |96.0 |000°% | “ AT/&%E 
z | | 
= 194FV | 6T ST 600°0 | 260°0 | 460°0 ; Z0T'0 | 90T°0 | 60T'0 | TIT'0 | 80T'O “~~ |G0TO |OOS Ti) “ ~ A/S 
> 
"So aloyaq ses | 6200 | TrT'O | THLO | 8ETO | SET'O |OFTO | STT 6 | GLt0 }OSST \ " — AT/ ee, 
(0) | 
S T24SV |. FS 0 0 920°0 | TE0°0 | 680'0 | LE0°0 “ {S800 |008'S | * AYZ 
| | 
me eL0yog 98 960°0 |88T°0 |c0G°0 | 3069 | L020 |90c°0 | 30a'0 | S6T UO 6 |TTLO |OOTE | Feet I/F2 
= wor}e10dG | | | | 
= TIEN | RG 0 0 |880°0 |980°0 |OTTO | S2To | 9iTO |6TT0 | L610 “12910 |060°S | “ TIA/8Z 
S worjv19dQ | | 
Fe e1OF OT 0°6E 090°0 | STO | 0210 | SZT0 | FFT | ESTO |98T0 | TITO & |SITO |OLLT | 2e6t A/oe 
~ | | | | 
g | Be a 
om ae] P, =| 
oS = ay Bei ¢ i) ¥ € z $1 Wee Rai ictes Se 
to} = So eg So ° | 
5 @| gf] 33 pe | 3 | 
NM > au & ae 29 2 wes 
3 g es m~S oO ee ) Se Gere | 
g = 22 | S82) SBE (say ut) wor,efuy saxZV Ae lee = aqeq 
— Sed SNS < | Let t 
= a ‘S 2 6 as wh | E 4 
aS 3 ge os -e 1 2 
fH 25, Dn Bu 2 
@ te Sho liow Creel me Bee + 
sy La o Fe aa (048) JuaquoD resng poolg | 
a) | 


SPIGA JO LIQUID NT 


*eImooA[siodéP ourydiow pure worjvaiqe1a00q 
‘XY GIVE 


192 P. T. Shen: 


Since Claude Bernard demonstrated the diabetic center by his 
famous piqire experiment, many works have been published on 
this subject. Brugs¢h, Dresel and Lewy (1920) suggested that 
this diabetogenic center is located in the dorsal nucleus of the 
vagus. Hiller (1930) was rather in doubt about the existence of 
such a center in medulla oblongata. He found that piqfre of the 
medulla in the region of the dorsal nucleus of the 10th nerve was 
without significant effect on the blood sugar level, whereas piqtre 
in the pons and cerebellum, in the region of the vestibular nuclei, 
invariably caused marked hyperglycemia. Donhoffer and 
Macleod’s experiments (1932) showed that the puncture of the 
floor of the 4th ventricle of the brain in rabbits having an average 
amount of glycogen in liver and muscles had no effect on the blood 
sugar content while the animals were under the anaesthetic in- 
fluence of luminal or amytal. Decerebration or injury in the 
region of the hypothalamus only occasionally caused it to rise. 
But when the decerebration was performed during the short period 
of anaesthesia induced by the intravenous injection of amytal, 
marked hyperglycaemia supervenes within 5 hours, provided that 
the pons was involved. From these results they concluded that 
a centre capable of influencing the blood sugar level may exist in 
the region of pons though it may not be the chief centre. In order 
to get a conclusive evidence of these results, further studies must 
be made. Many authors are rather in favour, of the opinion that 
the chief diabetogenic centre are located in the region of 
hypothalamus (Aschner, 1912; Leschke, 1920. Brugsch, 
Dresel and Lewy ascribed this centre to the nucleus periventricu- 
laris. Houssay and Molinelli (1925) have shown that electrical 
stimulation in the region of hypothalamus resulted in a great in- 
crease in the internal secretion of adrenaline; a similar effect could 
be obtained by stimulating the floor of the 4th ventricle near the 
middle line. The results of Cannon and Rapport (1921) in- 
dicated that there are probably two regions in the brain stem, 
stimulation of which is followed by a rise in blood pressure and 
increased secretion of adrenaline, one of which is situated in the 
hypothalamus and the other in the bulb. But in discussing these 
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results Beattie, Brow and Long (1930) expressed their opinion 
that the effects obtained by bulbar stimulation may be due to 
a stimulation of a direct pathway from the hypothalamus to 
the spinal cord. The bulbar centre may be an important relay 
station in the projection pathway from the hypothalamus to the 
eord. They stated that the section of the hypothalamus in eats, 
performed through the pituitary fossa, is followed within 24 hours 
of the operation by glycosuria and hyperglycemia. Hemwich 
and Keller (1930) studied the effect of electrical stimulation in 
the region of the optic chiasma in eats under amytal anaesthesia. 
The characteristic result was a rise in blood glucose. Stimulation 
of the various lobes of the cerebral hemispheres, or that of the 
cerebellum and medulla produced no rise in blood sugar content. 
But a section of the brain stem through the hypothalamus raised 
the blood sugar concentration immediately when the anaesthesia © 
was not profound. 

It is impossible to decide from these results where lies the chief 
diabetogenic centre, but undoubtedly there are various regions of 
the brain provided with similar centres controlling the mechanism 
upon which the blood sugar content depends. The generally 
accepted view is that there exists a center in medulla oblongata 
which is regulated by an upper one situated in hypothalamus. 

Then where is the centre which is responsible for the morphine 
hyperglycemia? By combining the results obtained from decortica- 
tion with those which followed decerebration, it becomes possible 
to state that the discharge of nervous impulses which evokes this 
morphine hyperglycemia is regulated by central mechanisms which 
lie within an area under the cerebral cortex and above the medulla 
oblongata. And this stimulation discharged somewhere in the 
brain goes to the suprarenal glands through the mediation of the 
splanchnic nerves and causes an increased secretion of adrenaline 
(Eliot, 1912; Hayama, 1928; Houssay and co-workers, 1928; 
Harmon and MeFall, 1929), which would indirectly raise the 
blood sugar level. 

Asphyxia is usually considered to be responsible for the hyper- 
glycemia associated with anaesthesia, but morphine hyperglycemia 
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ean be produced by a very small dose which never causes any 
symptom of narcosis or disturbance of respiration (Klercker, 
1914), and the hyperventilation can never suppress the morphine 
hyperglycemia (Anton, 1931). These facts are strong evidence 
that this factor does not play a major réle in morphine hyper- 
glycemia. 


SUMMARY. 


1. The injection of 2 ee. of 1% morphine hydrochloride solu- 
tion per kilogram body weight, causes hyperglycemia in rabbits. 
When the injection is repeated, the hyperglycemic action of the 
drug gradually gets weaker. If the drug is withheld for sometime, 
the hyperglycemia recurs to approximately the same degree as after 
the first injection. 

2. A single injection of morphine usually has no influence 
upon its hyperglycemic action after 3 or 4 days. 

3. The mechanism of morphine hyperglycemia is mediated 
through the splanchnic nerves. 

4. Ergotamine tartarate suppresses morphine hyperglycemia. 

5. Suprarenal glands are the essential organs in producing 
morphine hyperglycemia. 

6. Luminal sodium, 0.1 gm. per kg. applied hypodermieally, 
has almost no influence on the normal blood sugar content. 

7. Luminal sodium suppresses morphine hyperglycemia to a 
certain extent. 

8. Morphine hyperglycemia occurred just the same after the 
decortication. 

9. Morphine hyperglycemia could not be observed in de- 
cerebarted rabbits. 


The author wishes to express his gratitude for the help of 
Dr. N, J. Pang. 
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